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le d6posant 
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le mandataire Q le repr6sentant commun 
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Demande intemationale no ^ ' 
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Reference du dossier du d6posant ou du mandataire 

340965/18031 


Date du d^pot intemational (jour/mois/annee) 
07 juillet 2000 (07.07.00) 


Datede priorite Gour/mois/ann6e) 
07 juillet 1999 (07.07.99) 


Ddposant 

SAMAIN, Eric etc 





1. L'office d6sign6 est avisS de son Election qui a M faite: 



Xj dans la demande d'examen preliminaire international presentee d Tadministration chargee de I'examen pr6limlnaire 
international ie: 

29 Janvier 2001 (29.01.01) 



I I dans une d6claration visant une election ultdrieure d6pos6e auprds du Bureau international le: 



2. L'6lection ^Xj a6t6faite 

I I n'a pas 6t6 faite 

avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priority ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 



Bureau international de f'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 



no de telecopieur: (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise 

R. Forax 
no de t6l6phone: (41-22) 338.83.38 
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TRAITE DE ^^PERATION EN MATIERE DE B^fETS 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

340965/18031 


POUR SUITE v^i<^ notification de transnnission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas §ch6ant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande internationale n° 
PCT/FR 00/01972 


Date du depot \r\ternaX\or\a\ (jour/mois/annee) 

07/07/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

07/07/1999 


Deposant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE CNRS 



Le present rapport de recherche internationale, etabll par I'administration chargee de la recherche internationale. est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmlse au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feu i lies. 

PC] il est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a i'etat de ia technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf Indication contraire donnee sous le m§me point. 

I I la recherche Internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande Internationale remise a radministration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acldes amines divulguees dans la demande Internationale (le cas echeant), 
la recherche Internationale a ete effectuee sur la base du iistage des sequences : 

I I contenu dans la demande Internationale, sous forme ecrlte. 

deposee avec la demande internationale, sous forme dechlffrable par ordlnateur. 
remis ulterieurement a I'administration, sous forme echte. 
remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordlnateur. 



□ 
□ 
□ 
□ 



2. 
3. 



La declaration, selon laquelle le Iistage des sequences presente par ecrit et foumi ulterieurement ne vas pas au-del& de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

I I La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont Identlques a celles 
du Iistage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

I I II a 6Xe estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
I I II y a absence d'unlt6 de I'Invention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le litre, 

PC] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

I I Le texte a ete etabli par I'administration et a ta teneur sulvante: 



5. En ce qui concerne Tabrege, 

lY] texte est approuve tel qu'il a ete remis par te deposant 

— le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 

I I presenter des observations a I'administration dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 

de recherche internationale. 

6. La figure des dessins a publier avec i'abrege est la Figure n° J 



suggeree par le deposant n Aucune des figures 
\=i n'est a publier. 

I I parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 

PC] parce que cette figure caract^rise mieux I'Invention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feullle) Guillet 1998) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Tide Internationale No 

VfR 00/01972 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE , 

CIB 7 C12P19/18 A61K31/70 



Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou k la fois selon la classification natlonale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mininnale consutt^e (syst^me de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 7 C12P A61K 



Documentation consult^e autre que la documentation minlmale dans la mesure ou ces documents reinvent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnas 6lectronique consult6e au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal , FSTA, WPI Data, RAJ, BIOSIS 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° 


Identification des documents cites, avec, le cas ^ch^ant. rindication des passages pertinents 


no. des revendications visees 


X 


DE 197 35 994 A (PIEPERSBERG WOLFGANG PROF 

OR) 25 fevrier 1999 (1999-02-25) 
revendl cation 13; exemple 18 


1-10,40 


X 


EP 0 392 556 A (MEITO SANGYO KK) 
17 octobre 1990 (1990-10-17) 
abrege 

examples 1-4 


1-3,6,8, 
14,40 


X 


EP 0 315 496 A (SGN SOC GEN TECH NOUVELLE) 
10 mai 1989 (1989-05-10) 
le document en entier 

-/-- 


1,2,14, 
40 



I )( I Voir la suite du cadre C pour la fin de la lisle des docunnents 



Les documents de families de brevets sont indiqu^s en annexe 



' Categories speciales de documents cit^s: 

'A' document d6finissant I'^tat g^n^ral de la technique, non 
consid6r6 comme particuli^rement pertinent 

'E' document ant^rieur, mais public k la date de d^pOt International 

ou apr6s cette date 

'L' document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
piiorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison sp6ciale (telle qu'indiquee) 

'O' document se r^f^rant k une divulgation orale, ^ un usage, k 
une exposition ou tous autres moyens 

'P' document public avant la date de d^pdt international, mais 
post^rieurement d la date de priority revendiqu6e 



document ulterieur publie apr6s la date de d6p6t intemational ou la 
date de prior ite et n'appartenenant pas k l'6tat de la 
technique pertinent, mais cit6 pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de invention 

document particuli^rement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
Stre consideree comme nouvelle ou comme impltquant une activity 
inventive par rapport au document consider^ isol6ment 

document partlculi^rement pertinent; I'inven tion revendiquee 
ne peut &tre consideree comme impliqusint une actlvite inventive 
lorsque le document est associe ^ un ou plusieurs autres 
documents de mSme nature, cette comblnaison 6tant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date k laquelle la recherche Internationale a ete effectivement achevee 

30 novembre 2000 


Date d*exped'ition du present rappoit de recherche Internationale 

08/12/2000 


Nom et adresse postale de Tadministration chargee de la recherche tnternationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Lejeune, R 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



nde Internationale No 

VfR 00/01972 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat^orie ° Identification des documents citds, avec,le cas dch^nt, i'indicatlondes passages pertinents 



no. des revendications vls^es 



BETTLER E ET AL: 
vivo production 



"The living factory: 
of N-acetyllactosamine 



in 



1-46 



containing carbohydrates in E. coli 
GLYCOCON JUGATE JOURNAL., 
vol. 16, mars 1999 (1999-03), pages 
205-212, XP002134857 
CHAPMAN & HALL. , GB 
ISSN: 0282-0080 
le document en entier 

SAMAIN E ET AL: "Production of 
0-acetylated and sulfated 
chitooligosaccharides by recombinant 
Escherichia coli strains harboring 
different combinations of nod genes" 
JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY, NL, ELSEVIER 
SCIENCE PUBLISHERS, AMSTERDAM, 
vol. 72, no. 1-2, 

11 juin 1999 (1999-06-11), pages 33-47, 

XP004172885 

ISSN: 0168-1656 

le document en entier 

WO 98 44145 A (ABBOTT LAB) 
8 octobre 1998 (1998-10-08) 
le document en entier 

WO 95 02683 A (NEOSE PHARM INC) 
26 Janvier 1995 (1995-01-26) 
abrege 
exemple 1 

PLUMBRIDGE JACQUELINE ET AL: "Convergent 
pathways for utilization of the amino 
sugars N-acetyl glucosamine, 
N-acetylmannosamine, and 
N-acetyl neuraminic acid by Escherichia 
col 1 . " 

JOURNAL OF BACTERIOLOGY, 

vol. 181, no. 1, Janvier 1999 (1999-01), 

pages 47-54, XP000917021 

ISSN: 0021-9193 

cite dans la demande 

le document en entier 



1-46 



1-3 



1-3 



24,31-34 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Inf^^^n on patent family members 




itional Application No 

'FR 00/01972 



Patent document 
cited In search report 



DE 19735994 



EP 0392556 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



25-02-1999 



WO 
EP 



9909180 A 
1005554 A 



17-10-1990 



JP 



2273192 A 



Publication 
date 



25-02-1999 
07-06-2000 



07-11-1990 



Lr uoio^i70 


A 

M 


1 n- 






FR 

1 i\ 


2622598 


A 


05-05-1989 












AT 
M 1 




T 

1 


XV/ 2.^ ^ *J 












Ul. 






28-10-1993 

Xw X77^ 












UL 




T 
1 


n7_04-1QQ4 

\j 1 W*t X27-7*t 












FT 

r 1 


OOOU / D 


A 
r\ 














r i\ 




D 




wo 9844145 


A 


08- 


-10- 


-1998 


us 


5945314 


A 


31-08-1999 












EP 


0972068 


A 


19-01-2000 












NO 


994771 


A 


30-09-1999 


WO 9502683 


A 


26- 


-01- 


-1995 


AU 


691510 


B 


21-05-1998 












AU 


7329994 


A 


13-02-1995 












CN 


1129953 


A 


28-08-1996 












EP 


0785988 


A 


30-07-1997 












FI 


960173 


A 


15-03-1996 












JP 


9503905 


T 


22-04-1997 












NO 


960177 


A 


07-03-1996 












US 


5879912 


A 


09-03-1999 
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PATENT COOPERATION TREA1 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
340965/18031 


_ iriTDTuiTD A r-Tirwi SeeNotificationofTransmittaloflntemational Preliminarv 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 


International filing date {day/ month/year) 


Priority date (day/month/year) 


PCT/FROO/01972 


07 July 2000(07.07.00) 


07 July 1999 (07.07.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C12P 19/18 






Applicant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS) 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary' Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



I I This report is also accompanied by ANNEXES, i.e.. sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
' — ' amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 



70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 
These annexes consist of a total of sheets. 



This report contains indications relating to the following items; 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 




II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


X 



Date of submission of the demand 

29 January 2001 (29.01.01) 


Date of completion of this report 

09 October 2001 (09.10.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



alional applicaiion No. 

PCT/FROO/01972 



I. Basis of the report 



1 . With regard to the elements of the international application:* 
I I the international application as originally filed 

1^ the description: 

pages ^'^^ 

pages ^ 

pages 



. as orisinallv filed 



. filed with the demand 



. filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-46 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

. filed with the demand 



. filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/9-9/9 



. as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 
pages 



, as originally filed 

. filed with the demand 



. filed with the letter of 



With reeard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
" the international application was filed unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language . wnicn 

I I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 

I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

I I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

With reeard to anv nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 

preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

I I contained in the international application in written form. 
I I filed together with the international application in computer readable form. 
I I furnished subsequently to this Authority in written form. 
I I furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

I I The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 

been furnished. 



□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. „ 

I I the drawings, sheets/fig , 



□ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as ''originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 

and 70. 17). 

** Anv replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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INTERNATIONAL P 



USARY EXAMINATION REPORT 



c 



pmalional applicaiion No. 
tT/FR 00/01972 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting sucli statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-14, 18, 27, 40-46 



15-17, 19-26 and 28-39 VES 

NO 
YES 
NO 



1-46 



1-4 6 



YES 
NO 



2. Citations and explanations 



1. The following documents are referred to: 

Dl: DE-A-197 35 994 
D2: EP-A-0 392 556 

D3: EP-A-0 315 496 

D4: GLYCOCONJUGATE JOURNAL, Vol. 16, March 1999 (1999- 

03) , pages 205-212 
D5: JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY, Vol. 72, N^ 1-2, 11 June 

1999, pages 33-47 
D6: WO-A-98/44145 
D7: WO-A-95/02683 

D8: JOURNAL OF BACTERIOLOGY, Vol. 181, N"" 1, January 
1999, pages 47-54, cited in the application. 



2. Novelty (PCT Article 33(2)): 

2.1 a) Dl (page 2, lines 3-7; page 6, Example 6; 

page 12, Example 18; Claim 13) describes 
micro-organisms {E.coll^ Streptomyces sp. or 
Saccharoinyces cerevisiae) which express a 
glycosyl transferase of Yersinia 
enterocolitica capable of producing 
oligosaccharides by transferring activated 



Forni PCT/rPEA/409 (Box V) (Januar/ 1994) 



INTERMATIONAL P 




MINARY EXAMINATION REPORT 




^^nialioiuii application No 
CT/FR 00/01972 



sugars (precursors) to (3-galactosides 

( glycosidation) ; the latter can be produced 

by the cell or added to the culture medium 
(exogenic) . 

Consequently, Claims 1-6, 8, 14 and 27 are 
not novel in relation to Dl and do not meet 
the requirements of PCT Article 33(2). 

b) D2 (abstract; examples; claims) describes a 
method for producing isomaltulose (reduced 
disaccharide) by cultivating micro-organisms 
of the genus Klebsiella (or a mutant strain) 
in the presence of sugar. However, this 
document does not mention the use of cell 
strains containing a recombinant gene. 

D3 describes the production of 
oligosaccharides by cultivating Aspergillus 
niger micro-organisms. However, no genetic 
modification of the micro-organism is 
mentioned . 

Consequently, neither D2 nor D3 affects the 
novelty of the subject matter of Claims 1-39 
and 45-46 of the application. 

c) D4 describes the production of 
oligosaccharides derived from LacNac by 
cultivating recombined cells of the E.coli 
type expressing glycosyl transferases such as 
a(l-3) galactosyl transferase or (3(1,4) 
galactosyl transferase, as well as 
oligosaccharide synthases from other micro- 
organisms (Rhizohiunif for example) . This 
document also describes cultures with high 
cell densities used in the production of 
these oligonucleotides and cultivated in 
three stages distinguished by the quantity of 
carbon source (glycerol) added to the medium, 



Fonxi PCT/IPEA/409 (Box V) (January' 1 994) 



£rfMIN ARY EXAMINATION REPORT 1^ r 



|maiional applicalion No. 

INTERNATIONAL PRETTMINARY EXAMINATION REPORT ^^t/FR 00/019^: 



the latter being a precursor in the 
biosynthesis of the oligosaccharides in so 
far as it constitutes the carbon source for 
the culture medium required to produce the 
sugars. Consequently, Claims 1-13 are not 
novel in view of the disclosure of D4 (PCT 
Article 33 (2) ) . 

D5 describes the production of sulphated or 
acetylated chitooligosaccharides by 
cultivating recombinant E.coli strains in the 
presence of glycerol/ used as a precursor. 
Claims 1-13 of the present application are 
not novel in relation to D5 (PCT Article 
33(2) ) . 

D6 describes the production of 
oligosaccharides by cultivating recombinant 
cell strains {E.coli, for example) expressing 
a glycosyl transferase and in the presence of 

nucleotides containing a sugar, the latter 
being transferred to an acceptor molecule 
(sugar) to form an oligosaccharide. The 
disclosure of D6 deprives Claims 1-10, 14 and 
18 of novelty. Consequently, these claims do 
not meet the requirements of PCT Article 
33(2) . 



2.2. Claims 40 and 41 do not meet the PCT requirements 
because the products covered by these claims are 
defined in terms of their production method. This 
type of drafting is only possible where the 
structure of the compounds for which protection is 
sought is not determined, i.e. where the structure 
cannot be identified. It should also be noted that 
this type of claim concerns the product, which is 
not rendered novel by its production method alone. 



Fomi PCT/lPEA/409 (Box V) (January 1 994) 
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INARY EXAMINATION REPORT 




j^niaiional application No. 
CT/FR 00/01972 



Products defined in such claims must therefore be 
novel and inventive. Since the compounds defined 
in Claims 40 and 41 are known from the documents 
cited in the search report, these claims do not 
meet the requirements of PCT Article 33(2). 

2.3 Dl (summary), D4 (page 205, introduction; pages 
210-211, discussion) , D5 (page 5, conclusion) and 
D6 (page 16, lines 17-22) describe 
oligosaccharides as being beneficial for plant 
development (fertilisers, for example), as 
medicines and particularly for cancer treatment 
and grafts, since they affect the cell adhesion of 
pathogenic bacteria. In the light of these 
documents, Claims 42-45, which are drafted as 
first and second therapeutic indications, and 
Claim 46, which concerns the use of 

oligosaccharides in agronomy, are not novel and do 
not meet the requirements of PCT Article 33(2). 

2.4 In summary. Claims 1-14, 18, 27 and 40-46 are not 
novel in the light of Dl and D4-D6 and they 
therefore fail to meet the requirements of PCT 
Article 33(2), whereas Claims 16-17, 19-26 and 28- 
39 are novel in the light of the cited documents. 

3. Inventive step (PCT Article 33(3)): 

In view of the considerable number of objections 
concerning the novelty of the present claims, the 
Examining Authority wishes to postpone giving its 
opinion as to the inventive step of the present 
application until a later stage. 

Furthermore, the applicant's attention is drawn to 
document D4, which is considered to represent the 
closest prior art, and which describes the use of 
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VIU. Certain ubsen ations on the international application 

The Ibllowing observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question \\4iether tlie claims are lull>- 
supported by the description, are made: 

1. Claim 10 is characterised by the object to be achieved by 
this claim, which is: "conditions enabling a culture with 
high cell density to be obtained". Since the subject 
matter of the claim is defined not by a functional 
feature but by the object to be achieved, Claim 10 does 
not meet the requirements of PCX Article 6. 
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I he rollo\Miig defecis ni the form or conienls of the inleniaiional apphcation have been noted: 



1. On page 11 of the description, "stage b" and "phase c" 
of the method are referred to, but they are not 
mentioned in the paragraph describing the method in 
question (PCT Article 5) . 

2. Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii), documents Dl and D4- 
D6 are neither cited nor described in the description. 
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^ Base du rapport 

□ Priorite 

□ Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaut6, 1'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle 

□ Absence d'unit6 de invention 

S Declaration motivee selon rarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application Industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 
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S Observations relatives a la demande Internationale 
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I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale {les feuilles de remplacement qui ont 4te remises 
a i'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a i'article 14 sont consid6r4es dans ie present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17)) : 

Description, pages: 

1-46 version initiale 

Revendications, N"": 

1 -46 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/9-9/9 version Initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf Indication contraire 
donn^e sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont §t6 remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche Intemationale (selon la r6gle 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la r^gle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen pr^liminaire internationale (selon la r^gle 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (Ie cas echeant), I'examen pr6liminaire intemationale a 6t6 effectu6 sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement k I'administration, sous fomrie dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle Ie listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-delS 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraTne I'annulation : 
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□ de la description, pages : 

□ des revendications, : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont §t6 consider§es 
comme aliant au-dela de Texpose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit §tre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations conripl6mentalres, le cas §ch§ant : 



V. Declaration motivee selon rarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la posslbilite 
d'application industrlelle; citations et explications a i'appul de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1 5-1 7. 1 9-26 et 28-39 

Non: Revendications 1-14,18,27,40-46 

Activity inventive Oui : Revendications 

Non : Revendications 1 -46 

PossibHit6 d'application industrielle Oui: Revendications 1-46 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. irregularites dans la demande Internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont §te constat^es : 
voir feuille separee 

VIII, Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clart§ des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 
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Concernant le point V 

Declaration motives selon I'article 35(2) quant k la nouveaute, I'activite inventive et 
la possibiiite d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette 
declaration 

1 . II est fait reference aux documents sulvants : 
D1: DE 197 35 994 A 
D2: EP-A-0 392 556 
D3: EP-A-0 315 496 

D4: GLYCOCONJUGATE JOURNAL., vol. 16, mars 1999 (1999-03), pages 205- 
212 

D5: JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY.vol. 72, no. 1-2. 1 1 juin 1999, pages 33-47 
D6: WO 98 44145 A 
D7: WO 95 02683 A 

D8: JOURNAL OF BACTERIOLOGY, vol. 181 , no. 1, janvler 1999, pages 47-54, 
cite dans la demande 



2. Nouveaute (Article 33(2) PCT) : 

2.1 a) D1 (page 2, lignes 3-7 ; page 6, exemple 6 ; page 12, exemple 18 ; 

revendication 13) decrit des microorganismes (E.co//, Streptomyces sp. 
ou Saccharomyces cerevisiae) exprimant une glycosyltransf§rase de 
Yersinia enterocolitica capable de produire des oligosaccharides en 
transferant des sucres actives (precurseurs) sur des B-galactosides 
(glycosidation), ces derniers pouvant etre prodults par la cellule ou 
apportes dans le milieu de culture (exogene). 

De ce fait, les revendications 1-6, 8, 14 et 27 ne sent pas nouvelles au 
regard de D1 et ne remplissent pas les conditions de I'Article 33(2) du 
PCT. 

b) D2 (abrege ; exemples ; revendications) decrit un precede de preparation 
d'isomaltulose (disaccharide reduit) en cultivant des microorganismes 
appartenant au genre Klebsiella (ou une souche mutee) en presence de 
Sucre. Toutefois ce document ne mentionne pas I'utilisation de souches 
de cellules comprenant un gene recombinant. 
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D3 d6crit la production d'oligosaccharides par culture de microorganismes 
Aspergillus niger. Toutefols aucune modification genetique du 
microorganisme n'est evoquee. 

De ce fait, ni D2, ni D3 n'affectent la nouveaute de I'objet de la demande 
selon les revendi cations 1-39 et 45-46. 

c) D4 decrit la production d'oligosaccharides derives de LacNac en cultivant 
des cellules de type E.coli recombinees, exprimant des 
glycosyltransf erases comme l'a(1-3) galactosyltransferase ou la p(1,4) 
galactosyltransferase, ainsi que des oligosaccharides synthases 
provenant d'autres microorganismes {Rhizobium par exemple). De plus 
ce document decrit des cultures de haute densite cellulaire utilisees lors 
de la preparation de ces oligonucleotides, et cultivees en trois phases 
distinctes par la quantite de source de carbone (glycerol) ajoute dans le 
milieu, ce dernier 6tant un precurseur dans la biosynthese des 
oligosaccharides dans la mesure oij il represente la source de carbone du 
milieu de culture n^cessaire k la preparation des sucres. De ce fait, les 
revendications 1-13 ne sont pas nouvelles a la vue des informations 
donnees dans 04 (Article 33(2) PCT). 

d) D5 decrit la production de chltooligosaccharides acetyles ou sulfates en 
cultivant des souches 6'E.coli recombinantes en presence de glycerol, 
utilise comme precurseur. Les revendications 1-13 de la presente 
demande ne sont pas nouvelles a la vue de D5 (Article 33(2) PCT). 

e) D6 decrit la production d'oligosaccharides en cultivant des souches 
cellulaires recombinantes {E.coli par exemple) exprimant une 
glycosyltransferase et en presence de nucleotides portant un sucre, ce 
dernier etant transf^re sur une molecule acceptrice (sucre) en vue de 
former un oligosaccharide. Les elements decrits dans D6 rendent les 
revendications 1-10, 14 et 18 non nouvelles. De ce fait, ces 
revendications ne remplissent pas les conditions de {'Article 33(2) du 
PCT. 

2.2 Les revendications 40 et 41 ne remplissent pas les conditions du PCT car les 
produits faisant I'objet de ces revendications sont definis par leur precede 
d'obtention. Ce type de formulation n'est possible que si la structure des 
composes pour lesquels la protection est souhaite n'est pas detemninee, c'est- 
a-dire que la stmcture ne peut etre identifiee. De plus il est rappele que ce type 
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de revendications porte sur le produit qui ne devient pas nouveau du seul fait 
du precede de preparation de celui-ci. Les produits faisant I'objet d'une telle 
revendications doivent par consequents etre nouveaux et presenter un 
caractere inventif. Comme les composes faisant I'objet des revendication 40 
et 41 sont connus des docunnents cites dans le rapport de recherche, ces 
revendications ne rennplissent pas le conditions de TArticie 33(2) du PCT. 

2.3 D1 (resunne), D4 (page 205, introduction ; page 210-21 1 , discussion), D5 (page 
5, conclusion) et D6 (page 16, lignes 17-22) decrivent les oligosaccharides 
comme presentant un interet dans le developpement de plantes (engrais par 
exemple) et comme medicaments et plus particulierement dans le traltement 
de cancer, de greffes et interviennent dans Tadhesion cellulaire de bacteries 
pathogenes. A la vue de ces documents, les revendications 42-45 qui ont une 
fomnulation de premiere et seconde indication therapeutique, ainsi que la 
revendication 46 qui porte sur Tutilisation d'oligosaccharides dans Tagronomie 
ne sont pas nouvelles et ne remplissent pas les conditions de TArticie 33(2) du 
PCT. 

2.4 En resume, les revendications 1-14, 18, 27 et 40-46 ne sont pas nouvelles au 
regard de D1, D4-D6 et de ce fait ne remplissent pas les conditions requises 
par I'Articie 33(2) du PCT tandis que les revendications 16-17, 19-26 et 28-39 
sont nouvelles au regard des documents cites. 

3. Activite inventive (Article 33(3) PCT) : 

Vu le nombre important d'objections portant sur la nouveaute des revendications de 
la demande, I'lPEA souhaite reserver la formulation d'une opinion concernant 
I'activite inventive de la demande a une phase ulterieure. 

De plus, I'attention de la Demanderesse est attire sur le document D4, qui est 
considere comme Tart anterieur le plus proche, et qui decrit Tutilisation de cellules 
genetiquement modifiees afin de produire des oligosaccharides presentant un interet 
therapeutique. 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande internationale 

1 . La revendication 10 est caracterisee par le but a atteindre de cette revendication 
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qui est : "des conditions pennettant Tobtention d'une culture a haute densite 
cellulaire". L'objet de la revendication n'etant pas defini par une caracteristique 
fonctionnelle, mais par son but a atteindre, la revendication 10 ne remplit pas les 
conditions de {'Article 6 du PCT. 

Concernant le point VII 

Irregularites dans la demande internationale 

1. A la page 11 de la description, il est fait allusion a "I'etape b" et a "la phase c" du 
precede, celles-ci n'etant pas mentionnees dans le paragraphe decrivant le precede 
en question (Article 5 du PCT). 

2. Les docunnents D1 et D4-D6 ne sent ni cites ni decrits dans la description comme 
le voudrait la Regie 5.1(a)(ii) du PCT. 
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« PRQCEDE DE PRODUCTION D'OLIGOSACCHARIDES » . 

La presente invention a pour objet la production par voire 
microbiologique d'oligosaccharides d'interet biologique. 

5 II est maintenant bien etabli que les oligosaccharides jouent 

un role biologique important notamment au niveau de I'activite et 
de la fonction des proteines ; ils servent ainsi a moduler la duree de 
la demi-vie des proteines, parfois ils interviennent dans la structure 
de la proteine. Les oligosaccharides jouent un role critique dans la 

10 variabilite antigenique (groupe sanguin par exemple), et dans 
certaines infections bacteriennes telles celles provoquees par 
Neisseria merdTTgitidis. 

Comme les oligosaccharides sont habituellement obtenus 
avec un faible rendement par purification a partir de sources 

15 naturelles, la synthese d'oUgosaccharides est devenue un challenge 
majeur de la chimie des carbohydrates, afin de foumir des 
quantites suffisantes d'oligosaccharides bien caracterises, 
necessaires a la recherche fondamentale ou pour toutes autres 
applications potentielles (Boons et al, 1996). 

20 La synthese d'oligosaccharides complexes d'interet biologique 

peut etre realisee par voie chimique, enzymatique ou 

microbiologique. 

Malgre le developpement de nouvelles methodes chimiques de 
synthese d'oligosaccharides au cours de ces 20 demieres annees, la 
25 synthese chimique d'oUgosaccharides reste tres difficile en raison 
des nombreuses etapes de protections et de deprotections 
selectives, de la labilite des liaisons glycosidiques, des difficultes a 
obtenir des couplages regiospecifiques et des faibles rendements de 
production. Comme le nombre des etapes augmente avec la taiUe de 
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roligosaccharide, la preparation de larges quantites 
d'oligosaccharides plus longs que les trisaccharides n'est pas aisee. 
Contrairement a I'experience de la ssnithese peptidique ou de la 
synthese nucleique, la chimie oi^anique synthetique traditionnelle 
ne peut done foumir aujourdliui une synthese de quality et en 
quantite d'oligosaccharides meme de formule simple. 

Consequemment, les methodes enzvmatiques sont devenues 
plus populaires car elles permettent une synthese regioselective 
dans des conditions douces et sans etape de protection des groupes 
hydroxyles. Le developpement de I'approche enzymatique a ete 
rendu possible par le clonage et Tidentification fonctionnelle de 
nombreux genes codant pour les enzymes intervenant dans la voie 
de synthese des oUgosaccharides. Ainsi, differents types d'enzymes 
peuvent etre utiUses pour la synthese in vitro d'oKgosaccharides. La 
fonction physiologique des glycosyl-hydrosylases et des glycosyl- 
phosphoiylases est de depolymeriser les oligosaccharides mais 
elles peuvent egalement etre utilisees in vHn> dans la synthese des 
oUgosaccharides en controlant I'equilibre et la cinetique de la 
reaction. Les substrats des enzymes de ces reactions sont aisement 
disponibles mais ces reactions enzymatiques ne sont pas tres 
versatiles. Une autre methode enzymatique developpee utilise les 
glycosyl-transferases de la voie biochimique Leloir qui presentent 
une forte regiospecificite pour le precurseur ainsi que pour le 
substrat donneur ; ces glycosyl-transferases ne sont pas aussi 
aisement disponibles que les glycosyl-hydrolases. La technique de 
I'ADN recombinant, a recemment permis de doner et de produire 
un certain nombre d'entre elles. Cependant, la principale limitation 
de cette methode enzymatique reside dans le cout tres eleve des 
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10 



15 



20 



25 



nucleotides-sucres qui sont les donneurs de sucre utUise par ces 
enzymes. 

La voie microbiologique de production doligosaccharides 
recombinants in vivo est la plus seduisante des voies de synthese 
puisque la bacterie se charge a la fois de la biosynthese des 
enzymes, de la regeneration des nucleotides-sucres et finalement de 
la production de I'oligosaccharide. 

Les premieres descriptions de la synthese d'oUgosaccharides 
par la voie microbiologique utilisant des bacteries recombinantes 
peuvent etre considerees dans une certaine mesure comme les 
travaux qui ont conduit a Telucidation des voies de biosynthese des 
facteurs de nodulation ; ces facteurs sont des molecules signal 
secretees par les rhizobia pour permettre la reconnaissance par les 
legumineuses dans le processus de nodulation. Les facteurs de 
nodulation sont constitues d'un squelette chitooUgosaccharidique 
portant differentes substitutions. L'identification fonctionnelle des 
genes nod impUques dans la biosynthese des facteurs de 
nodulation a ete en partie reaUsee en identifiant les 
oligosaccharides formes in vivo dans des souches d'EschsricMa coli 
exprimant ces differents genes nod (Gerdmia et al, 1994 ; Kamst et 
al, 1995 ; Spaink et al, 1994 ; Mergaert et al, 1995). Cependant, la 
production d'oligosaccharides en eUe-meme n'etait pas le but de ces 
etudes ; ces produits n'ont ete synthetises qu'a l etat de trace et ne 
furent identifies que grace a TutiUsation de precurseurs radioactifs. 

En revanche, il a ete recemment demontre dans notre 
laboratoire (Samain et al, 1997) que la culture a haute densite 
cellulaire de souches d'Escherichia coli possedant le gene nodC 
{chitooUgosaccharide synthase) permettait de produire des 
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quantites importantes superieures a 2 g/1 de chitooligosaccharides 
dits recombinants. 

Cette technique de synthese microbiologique 
d'oUgosaccharides reste cependant limitee a la production des seuls 
chitooligosaccharides, du fait de la propriete unique de nodC 
(chitooligosaccharide synthase) de fonctionner sans precurseur, les 
autres enzymes glycosylent en effet un precurseur specifique et leur 
activite est done dependante de la presence de ce precurseur dans 
la cellule. Le probleme du precurseur est done le principal verrou 
qui bloque le developpement de la methode et de son extension a la 
production d'autres types d'oUgosaccharides. 

La presente invention a done pour objet un procede de 
production d'un oligosaccharide d'interet par une cellule 
genetiquement modifiee a partir d'au moins un precurseur exogene 
internalise par ladite cellule, ledit precurseur intervenant dans la 
voie de biosynthese dudit oligosaccharide, ledit procede 
comprenant les etapes (i) d'obtention d*une cellule qui comprend au 
moins un gene recombinant codant pour un enzyme capable 
d'effectuer une modification dudit precurseur exogene ou de I'un 
des intermediaires de la voie de biosynthese dudit oligosaccharide a 
partir dudit precurseur exogene necessaire a la synthese dudit 
oligosaccharide a partir dudit precurseur, ainsi que les elements 
permettant I'expression dudit gene dans ladite cellule, ladite cellule 
etant depouivue d'activite enzymatique susceptible de degrader 
ledit oUgosaccharide, ledit precurseur et lesdits intermediaires ; (ii) 
de mise en culture de ladite cellule en presence d'au moins undit 
precurseur exogene, dans des conditions permettant 
I'intemalisation selon un mecanisme de transport passif et/ou actif 
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dudit precurseur exogene par ladite cellule et la production dudit 
oligosaccharide par ladite cellule. 

Selon un mode particulier de realisation, la presente 
invention conceme un procede tel que decrit ci-dessus caracterise 
5 en ce que ladite cellule comprend en outre au moins un gene 
codant pour un enzyme capable d'effectuer une modification d'un 
precurseur endogene intervenant dans la voie de bios3mthese dudit 
oligosaccharide, ledit enzyme etant identique ou different de 
I'enzyme utilise dans le procede decrit ci-dessus, ainsi que les 
10 elements permettant I'expression dudit gene dans ladite cellule et 
caracterise en ce que ladite cellule est depouryue d'activite 
enzjnnatique susceptible de degrader ledit precurseur. 

On entend designer par oligosaccharides, des polymeres 
lineaires ou ramifies au nombre variable de.residus, de liaisons et 
15 de sous-unites; le nombre de residus etant superieur a 1. Les 
oligosaccharides sont des glucides qui se transforment a I'hydrolyse 
en plusieurs molecules de monosaccharides ; les monosaccharides 
etant les sucres qu'on ne peut transformer par hydrolyse en 
substance plus simple. On subdivise les monosaccharides en 
20 trioses, tetroses, pentoses, hexoses, heptoses selon le nombre 
d'atomes de carbone de leur chalne hydrocarbpnee et aussi en 
aldoses et cetoses selon la presence d'une fonction aldehydique ou 
d'une fonction cetone dans leur molecule. Parmi les 
monosaccharides les plus frequents, on peut citer le mannose, le 
25 glucose, le galactose, le N-acetyl-glucosamine, le N-acetyl- 
galactosamine. Le nombre de chaines d'oligosaccharides 
stereoisomeres est extremement large, du au nombre important de 
carbones asjnnetriques dans la chaine hydro-carbonee. 
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Par precurseur exogene, on entend designer un compose 
intervenant dans la voie de biosynthese de roligosaccharide selon 
rinvention qui est internalise par ladite cellule. Par precurseur 
endogene, on entend designer un compose intervenant dans la voie 
5 de bios^thdse de I'oligosaccharide selon I'invention qui est 
naturellement present dans ladite cellule. 

Par cellule genetiquement modifiee, on entend designer un 
microorganisme dans lequel au moins une alteration de la 
sequence d'ADN a ete introduite dans son genome afin de conferer 

10 un phenotjTDe particulier a ladite cellule. De telles alterations 
peuvent ainsi conferer par exemple I'aptitude de la cellule a ne pas 
degrader ou a ne pas modifier un compose selon I'invention ou k ne 
pas diminuer la frequence de rearrangement de I'ADN. 

Le procede selon I'invention est caracterise en ce que ladite 

15 cellule est une cellule choisie parmi les bacteries et les levures. 
Selon un mode de realisation preferee de I'invention, la bacterie est 
choisie parmi le groupe compose de Escherichia coli. Bacillus 
subtilis, Campylobacter pylori, Helicobacter pylori, Agrobacterium 
tumefaciens. Staphylococcus aureus, Thermophilus aquaticus, 

20 Azorhizobium caulinodans, Rhizobium legundnosarum. Neisseria 
gonorrhoeae, Neisseria meningitis. Selon un mode prefere de 
realisation de I'invention, la bacterie est Escherichia coli. Selon un 
autre mode de realisation de I'invention, la cellule est une levure 
qui est de preference Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces 

25 pombe, Candida albicans. La ceUule selon I'invention est depourvue 
d'activite enzymatique susceptible de degrader ledit 
oligosaccharide, ledit precurseur ou lesdits intermediaires 
metaboliques. 



I 
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La sequence d'acide nucleique codant pour Tenzyme selon 
rinvention est soit naturellement presente dans ladite cellule soil 
est introduite dans ladite cellule par les techniques de TADN 
recombinant connues de ITiomme du metier. Dans la presente 

5 description, on entendra designer par acide nucleique, un fragment 
d'ADN, aussi bien double brin que simple brin, que des produits de 
transcription desdits ADNs, et/ou un fragment d'ARN. Selon un 
mode prefere de realisation, la sequence d'acide nucleique 
introduite dans ladite cellule par les techniques de I'ADN 

10 recombinant et qui code pour un enzyme intervenant dans la voie 
de biosjnithese de roligosaccharide dlnteret est heterologue. On 
entend designer par sequence d'acide nucleique heterologue, une 
sequence d'acide nucleique qui n'est pas presente naturellement 
dans la cellule selon rinvention. La sequence d'acide nucleique 

15 heterologue selon I'invention peut provenir de tout type cellulaire 
animal ou vegetal, eucaryote ou procaryote et peut provenir de 
virus. 

Parmi les cellules procaryotes a partir desquelles provient la 
sequence d'acide nucleique heterologue, il convient de citer les 

20 bacteries et notamment Escherichia coli, Bacillus subtilis, 
Campylobacter pylori, Helicobacter pylori, Agrobacterium 
tumifaciensy Staphylococcus aureus, TTiermophilus aquaticus, 
Azorhizobium caulinodans, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium 
meliloti. Neisseria gonorrhoeae. Neisseria meningitis. 

25 . Parmi les cellules eucaryotes unicellulaires a partir 

desquelles provient la sequence d'acide nucleique heterologue il 
convient de citer les levures et notamment Saccharomyces 
cerevisae, Saccharomyces pombe, Candida albicans. 
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Selon un mode prefere de realisation, la sequence d'acide 
nucleique heterologue provient de cellules eucaiyotes vegetales ou 
animales. Selon un mode encore prefere, la sequence d'acide 
nucleique heterologue provient de cellules de mammiferes et de 

5 preference de cellules humaines, 

Selon un mode prefere de realisation de Tinvention, la 
cellule selon Tinvention est la bacterie Escherichia coli et la 
sequence d'acide nucleique introduite dans la bacterie et codant 
pour ren2yme selon Tinvention provient de preference de bacterie 

10 choisie dans le groupe cite ci-dessus. 

Selon un mode prefere de realisation de Tinvention, la 
sequence d'acide nucleique codant pour Tenzyme selon Tinvention 
est introduite dans ladite cellule sous la forme d*un vecteur 
d'expression. Le vecteur doit comporter un promoteur, des signaux 

15 d'initiation et de terminaison de la traduction, ainsi que des regions 
appropriees de regulation de la transcription. Le vecteur doit 
pouvoir etre maintenu de fagon stable dans la cellule au cours des 
generations successives et peut eventuellement posseder des 
signaux particuliers specifiant la secretion de Tenzyme traduite. 

20 Ces differents signaux de controle sont choisis en fonction de lliote 
cellulaire utilise. A cet effet, les sequences d'acides nucleiques 
peuvent etre inserees dans des vecteurs a replication autonome au 
sein de lliote choisi ou dans des vecteurs integratifs qui slntegre 
dans le genome de ITiote choisi. De tels vecteurs sont prepares 

25 selon les methodes couramment utilisees par ITiomme du metier, et 
les clones en resultant peuvent etre introduits dans un bote 
cellulaire approprie par des methodes standard, telles par 
exemples le choc thermique ou Telectroporation. 
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L'invention vise en outre les cellules ci-dessus caracterisees 
en ce qu'elles sont transformees par au moins un acide nucleique 
isole recombinant codant pour I'enzyme selon Tinvention ou par au 
moins un vecteur recombinant tel que defini ci-dessus. 

5 Le precede selon Tinvention se caracterise en ce que ladite 

modification effectuee par ladite enayme est choisie parmi la 
glycosylation, la sulfatation, I'acetylation, la phosphorylation, la 
succinylation, la methylation et Taddition d'un groupe 
enolpyruvate, la sialylation, la fucosylation. Plus particulierement, 

10 le procede selon Tinvention se caracterise en ce que ledit enzyme 
est un enzyme capable d'effectuer une glycosylation choisi parmi 
les glycosyl-transferases, les glycosyl-hydrolases, les glycosyl- 
phosphorylases. Selon un mode prefere de realisation, Venzyme 
capable d'effectuer la glycosylation est une glycosyl- transferase. 

15 Selon un mode de realisation prefere, la glycosyl-transferase selon 
rinvention est choisie parmi la p-l,3-N-acetyl-glucosaimnyl- 
transferase, la p-1,3 galactosyl-transferase, ra-1,3 N-acetyl- 
galactosaminyl- transferase, la p-1,3 glucuronosyl-transferase, la p~ 
1 ,3 N-acetyl-galactosaminyl- transferase, la P- 1 ,4 N-acetyl- 

20 galactosaminyl- transferase, la p-l,4-galactosyl- transferase, Ta-l-S- 
galactosyl- transferase, ra-l,4-galactosyl-transferase, ra-2,3-sialyl- 
transferase, ra-2,6 sialyl-transferase, ra-2-8 sialyl- transferase, Ta- 
1,3-fucosyl-transferase, ra-1,4 fucosyl- transferase, ra-1,2 fucosyl- 
transferase. Les glycosyl-transferases utilisees dans la presente 

25 invention sont capables de la conjugaison stereospecifique d'unite 
de saccharides specifiques actives sur une molecule acceptrice 
specifique. Les saccharides actives consistent en general en des 
derives de saccharides uridine-, guanosine- et cytidine- 
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diphosphate. Ainsi, les saccharides actives peuvent etre un UDP- 
saccharide, un GDP-saccharide, un CMP-saccharide. 

Certains genes codant pour des glycosyl- 
transferases utilisees dans le procede selon Tinvention ont ete 
5 decrits au prealable ; ainsi la demande intemationale de brevet WO 
96 10086 decrit la sjmthese classique d'oligosaccharide : au cours 
d'une premiere etape, les differentes glysosyl- transferases sont 
produites dans des bacteries recombinantes possedant les genes 
IgtA, IgtB et IgtC de Neisseria gonorrhoeae , puis apres purification 
10 des enzymes recombinantes ainsi produites, les oligosaccharides 
sont S5nithetises in vitro en presence des precurseurs et des 
nucleotides- sucres necessaires. 

Selon certains modes de realisation de Finvention, Tenzyme 
capable d'effectuer une acelylation est code par le gene NodL de la 
15 bacterie Azorhizobium caulinodans. Selon un autre mode de 
realisation, Tenzyme capable d'effectuer une sulfatation est code 
par le gene NodH de la bacterie Rhizobium meliloti. 

Le procede selon Tinvention est caracterise en ce que ladite 
mise en culture cellulaire est effectuee de preference sur un 
20 substrat carbone ; selon un mode particulier de realisation de 
rinvention, ledit substrat carbone est choisi parmi le glycerol et le 
glucose. D'autres substrats carbones peuvent egalement etre 
employes ; il convient de citer le maltose, Tamidon, la cellulose, la 
pectine, la chitine. Selon un autre mode de realisation, la culture 
25 cellulaire est realisee sur un substrat compose d'acides amines 
et/ou de proteine et/ou de lipides. 

Le procede selon Tinvention se caracterise en ce que ladite 
etape de mise en culture est effectuee dans des conditions 
permettant Tobtention d'une culture a haute densite cellulaire ; 
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cette etape de mise en culture comprend une premiere phase de 
croissance cellulaire exponentielle assuree par ledit 
substrat carbone, une seconde phase de croissance cellulaire 
limitee par ledit substrat carbone qui est ajoute de maniere 
5 continue et enfin une troisieme phase de croissance cellulaire 
ralentie obtenue en ajoutant de maniere continue dans la culture 
une quantite dudit substrat diminuee par rapport a la quantite de 
substrat ajoutee a I'etape b) de fa?on a augmenter la teneur en 
oligosaccharides produits dans la culture a haute densite cellulaire. 
10 Le procede selon I'invention se caracterise en ce que la 

quantite de substrat ajoute de maniere continue dans la culture 
cellulaire au cours de ladite phase c) est diminuee d'au moins 30%, 
de preference 50%, de maniere preferee 60% par rapport a la 
quantite de substrat ajoute de maniere continue lors de ladite 
15 phase b). Le procede selon I'invention se caracterise egalement en 
ce que ledit precurseur exogene est ajoute lors de la phase b). 

Selon un mode de realisation de I'invention, le procdde se 
caracterise en ce que ledit precurseur exogene est de nature 
glucidique, de preference de nature oligosaccharidique. 
20 L'originalite et la faisabilite du procede selon I'invention 

repose sur I'utilisation de deux modes d'intemalisation du 
precurseur exogene qui ne detruisent I'integrite de la cellule ni 
n'atteignent scs fonctions vitales. Ced exclut notamment les 
techniques classiques de permeabUisation de la membrane par des 
25 solvants organiques qui vont bloquer la croissance et le 
metabolisme energetique. Les deux modes possibles 
d'intemalisation du precurseur exogene utilisent un mecanisme de 
transport passif ou actif. 
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L'invention concerne tout d'abord un precede caracterise en 
ce que ledit du precurseur exogene est internalise selon un 
mecanisme de transport passif. On entend designer par 
intemalisation par transport passif, la diffusion passive d'un du 
5 precurseur exogene a travers la membrane plasmique, le flux 
moleculaire s'orientant des zones les plus concentrees vers les 
zones les moins concentrees pour tendre finalement vers un etat 
d'equilibre. L'intemalisation par transport passif consiste a utiliser 
un precurseur exogene qui est suffisamment petit et hydrophobe 
pour diffuser passivement au travers de la membrane, Un 
precurseur, monosaccharidique ayant la position anomerique 
bloquee par un substituant alkyl constitue un exemple de 
precurseur susceptible d'etre intemalise de cette maniere. La 
presente invention conceme done un procede caracterise en ce que 
ledit precurseur exogene est un monosaccharide dont le carbone 
anomere est lie a un groupement alkyl ; de preference ledit 
groupement alkyl est un groupement allyl, C'est done un des objets 
de rinvention de foumir un procede de production 
d'oligosaccharides qui possedent un groupement fonctionalisable 
comme le groupement allyl et qui sont utilisables de ce fait comme 
precurseur pour la sjnithese chimique de glycoconjugues 
(neoglycoproteine ou neoglycolipides) ou de glycopolymeres. En 
effet, la double liaison du groupement allyl est susceptible d'etre 
ouverte par ozonolyse pour former un aldehyde et permettre la 
conjugaison de ToUgosaccharide sur une proteine par amination 
reductive (Roy et al., 1997). Une autre voie est Taddition de 
cysteamine (Lee et Lee, 1974, Roy et al., 1997) sur la double liaison 
de I'allyl pour former un groupement amine terminal qui peut par 
exemple reagir avec les groupements carboxyliques des proteines. 
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Selon un mode particulier de realisation, le procede selon 
rinvention conceme la production du [p-D-Gal-[l->4]-|3-D-GlcNac- 
l-»0-allyl) ; le proc6de se caracterise en ce que ladite cellule est 
une bacterie de genotype LojcZ-, ledit enzyme est la 3-1,4- 

5 galactosyl-transferase, ledit substrat est le glycerol et ledit 
precurseur est Tallyl-N-acetyl-P-D-glucosaminide (p-D-GlcNac-1- 
>0-allyl). Enfm, selon un autre mode particulier de realisation, le 
procede selon I'invention se caracterise en ce que la double liaison 
du groupement allyl dudit O-D-Gal-[1^4]-3-D-GlcNac-1^0-allyl) 

10 est modifiee chimiquement par des reactions d'addition, d'oxydation 
ou d'ozonolyse. 

La presente invention conceme egalement un procede 
caracterise en ce que ledit precurseur est internalise selon un 
mecanisme de transport actif. On entend designer par 
15 intemalisation par transport actif, I'aptitude des cellules et de 
maniere preferee les bacteries a admettre et concentrer 
selectivement certaines substances ou precurseurs exogenes dans 
leur cytoplasme. Ce transport est realise par des transporteurs de 
nature proteique appeles permeases qui agissent comme des 
20 enzymes ; les permeases sont des catalyseurs inductibles, c'est-a- 
dire ^thetises en presence de substrat ou du precurseur. Selon 
un mode particulier de realisation de I'invention, le lactose et les 3- 
galactosides constituent des precurseurs qui sont transportes 
activement dans le cytoplasme de la bacterie Escherichia coli par la 
25 lactose permease encore appelee galactoside permease. L'invention 
conceme done un procede selon I'invention caracterise en ce que 
ledit transport actif dudit precurseur est realise par la lactose 
permease. Le lactose permease possede une specificite assez large 
qui lui permet de transporter, outre le lactose, d'autres molecules. 
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EUe est en effet capable de transporter divers p-galactosides 
naturels ou synthetiques, des a-galactosides et le saccharose. C'est 
done l\m des objets de llnvention de foumir, selon un mode prefere 
de realisation, un procede caracterise en ce que ledit precurseur est 
5 le lactose qui constitue le motif de base de tres nombreux 
oligosaccharides biologiquement actifs. II est egalement dans 
Tetendue de Hnvention de foumir un procede caracteripe en ce que 
en ce que ledit precurseur est choisi dans le groupe compose de : (i) 
p-galactosides naturels ou synthetiques, de preference dans le 4-0- 

10 p-D-galactopjn-anosyl-D-fructofuranose (lactulose), le 3-0-p-D- 
galactop3n-anosyl-D-arabinose et I'allyl-p-D-galactopyranoside , (ii) 
d'a-galactosides, de preference le melibiose et le rafiinose, I'allyl-a- 
D-galactopyranoside (iii) de saccharose. 

La specificite de la lactose permease peut meme etre modifiee 

15 par mutation et permettre le transport d'autres composes tels le 
maltose et le cellobiose. Tous ces composes peuvent done etre 
utilises comme precurseur pour la S3mthese d'oligosaccharides. II 
est egalement dans I'etendue de cette invention d'utiliser comme 
precurseurs des analogues du lactose possedant un groupement 

20 chimiquement reactif pour une fonctionalisation ulterieure du 
produit de preference un de ces analogues est I'allyl p-D- 
galactopyranoside. II est egalement dans I'etendue de cette 
invention d'utiUser d'autres permeases modifiees ou non par les 
techniques de I'ADN recombinant pour permettre Tintemalisation 

25 de differents tjrpes de precurseurs. 

Les p-galactosides sont normalement hydrolyses dans le 
cytoplasme de la bacterie par la p-galactosidase codec par le gene 
LacZ. Afin de s'affranchir de ce probleme, un mutant bacterien lacZ- 
depourvu d'activite p-galactosidase est utilise lorsque le precurseur 
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employe est le lactose et/ou un p-galactoside. C'est done egalement 
un des objets de Tinvention de fournir le procede selon rinvention 
caracterise en ce que ladite cellule est depourvue d'activite 
enzjnnatique susceptible de degrader ledit precurseur ainsi que 
5 lesdits intermediaires metaboliques. 

Selon un mode particulier, Tinvention se rapporte a un 
procede decrit ci-dessus caracterise en ce que ledit precurseur est 
Tacide sialique. Dans ce cas, ledit transport actif dudit precurseur 
est realise par la permease NanT. 
10 Selon un autre mode particulier, Tinvention porte sur un 

procede decrit ci-dessus caracterise en ce que ledit precurseur est 
racide sialique et le lactose. Dans ce cas, ledit transport actif dudit 
precurseur est realise par la lactose permease et la permease NanT. 
Dans le procede selon Tinvention, ladite cellule peut etre 
15 depourvue d'activite enzymatique susceptible de degrader ledit 
precurseur ou lesdits precurseurs. 

Selon un mode prefere de realisation, le procede se 
caracterise en ce que ladite cellule a un genotype choisi parmi 
LacZ' et/ou NanA-. 
20 Selon un autre aspect de rinvention, le procede se caracterise 

en ce qull comprend en outre Taddition d'un inducteur dans ledit 
milieu de culture pour induire Texpression dans ladite cellule dudit 
enzyme et/ou d*une proteine impliquee dans ledit transport actif; 
selon un mode prefere de realisation, le procede selon rinvention 
25 est caracterise en ce que ledit inducteur est I'isopropyl p-D- 
thiogalactoside (IPTG) et ladite proteine est la lactose permease. 

L'invention permet pour la premiere fois de produire des 
oligosaccharides complexes avec des rendements de Tordre du 
gramme par litre. Selon sa taille, roligosaccharide soit s'accumule 
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dans le cytoplasme bacterien, soit est secrete dans le milieu de 
culture, Ainsi, selon un mode prefere de realisation, le precede 
selon rinvention est utilise pour la production du trisaccharide 4- 
0-[3-0-(2-acetamido-2deoxy-p-D-glucopyranosyl)-p-D" 

5 galactopyranosyl]-D-glucopyranose, (P-D-GlcNac-[ 1 ->3]-3-D-Gal- 
[l->4]-D-Glc); il se caracterise en ce que ladite cellule est une 
bacterie de genotype LadZ-y LacY* y ledit enzyme est la P-l,3-N- 
acetyl-glucosaminyl-transferase, ledit substrat est le glycerol, ledit 
inducteur est Tisopropyl p-D-thiogalactoside (IPTG) et ledit 

10 precurseur est le lactose. 

Selon un deuxieme mode prefere de realisation, le procede 
selon rinvention est utilise pour la production du lacto-N-neo- 
tetraose et de polylactosamine ; il se caracterise en ce que ladite 
cellule est une bacterie de genotj^e Lac Z'y Lac , lesdits enzymes 

15 sont la p-l,3-N-acetyl-glucosaminyl-transferase et la P-1,4- 
galactosyl-transferase, ledit substrat est le glucose, ledit inducteur 
est Tisopropyl-p-D-thiogalactoside (IPTG), ledit precurseur est le 
lactose. 

Selon un troisieme mode prefere de realisation, le procede 
20 selon rinvention est utilise pour la production de Tallyl 3-0-(2- 
acetaniido-2deoxy-p-D-glucop3rranosyl)-p-D-galactop3rranoside, (P- 
D-GlcNac-[l-^3]-p-D-Gal-l->0-allyl); il se caracterise en ce 
que ladite cellule est une bacterie de genotype LacZy LacY^ , ledit 
enzyme est la P-1, 3 -N-acetyl-glucosaminyl- transferase, ledit 
25 substrat est le glycerol, ledit inducteur est Tisopropyl p-D- 
thiogalactoside (IPTG), ledit precurseur est Tallyl-P-D- 
galactop3n:^oside. 

Selon un quatrieme mode prefere de realisation, le procede 
selon rinvention est utilise pour la production d'analogues du lacto- 
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N-neo-tetraose et de polylactosamines dans lesquels le residu 
glucose est remplace par un groupement allyl ; il se caracterise en 
ce que ladite cellule est une bacterie de genotype LacZ-y LacY+, 
lesdits enzymes sont la P-l,3-N-acetyl-glucosaminyl-transferase et 
5 la p-l,4-galactosyl-transferase, ledit substrat est le glucose, ledit 
inducteur est Tisopropyl p-D-thiogalactoside (IPTG) et ledit 
precurseur est Tallyl-p-D-galactopyranoside. 

Selon un cinquieme mode prefere de realisation, le procede 
selon rinvention est utilise pour production de Tallyl-p-D- 

10 lactosamine ((3-D-Gal-[ 1 ->4]-p-D-GlcNac- 1 ->0-allyl) ; il se 
caracterise en ce que ladite cellule est une bacterie de genotype 
LacZ-y LacY-^, ledit enzjnne est la P-l,4-galactosyl-transferase, ledit 
substrat est le glycerol, ledit precurseur est Tallyl-N-acetyl P-D- 
glucosaminide (p-D-GlcNac-[ l->0-allyl)). 

15 L'invention conceme egalement un procede qui permet 

d'envisager la production d'un grand nombre d'oligosaccharides 
differents obtenus par glycosylation du lactose. En effet, outre les 
genes IgtA et IgtB qui code respectivement pour la p-l,3-N-acetyl- 
glucosaminyl- transferase et la p-l,4-galactosyl- transferase, 

20 plusieurs genes de glycosyl-transferases bacteriennes utilisant le 
lactose comme precurseur ont ete recemment clones. II s'agit de 
igtC (p-l,4-galactosyl- transferase) et de Lst (a-2,3 sialyl- 
transferase) (Gilbert et al, 1997). L'utilisation de ces genes dans un 
procede selon Tinvention permet de produire des molecules comme 

25 le globotriose (P^ blood antigen) et le sialyl- lactose. Par ailleurs, la 
coexpression des genes I^tA et LgtB avec le gene de la a- 1,3 
fucosyl- transferase de Helicobacter pylori (Martin et aZ., 1997) selon 
un procede selon Tinvention permet Tobtention du Lewis'^ 



wo 01/04341 




PCT/FROO/01972 



18 



pentasacharide. L'addition du gene Lst (a-2,3 sialyl-transferase) 
donne acces au sialyl Lewis" hexasaccharide. 

Le precede selon I'invention permet egalement d'obtenir un 
grand nombre d'oligosaccharides differents obtenus par 
5 glycosylation de precurseurs exogenes autre que le lactose et 
transportes par la lactose permease ou par d'autres permeases. 

Le proced6 selon I'invention permet d'obtenir un grand 
nombre d'oligosaccharides differents obtenus par modification 
(sulfatation, acetylation, phosphorylation, succinylation, 

10 methylation, addition d'un groupement enolpyruvate) in vivo de 
precurseurs. La synthese de certains oligosaccharides peut 
necessiter outre la modification de precurseurs exogenes, la 
modification de precurseurs endogfenes. Ainsi, il est envisageable 
d'introduire dans une bactdrie Escherichia coli K12 le gene 
15 d'enzyme implique dans le metabolisme de precurseur endogene 
pour permettre la production de certains nucleotides-sucres tels 
que par exemple le CMP-acide siaHque, TUDP-GalNAc ou le GDP- 
fucose qui ne sont pas normalement produit par cette souche 
bacterienne, afin de realiser la synthese d'un oligosaccharide 
20 d'interet. Par exemple, I'UDP-GalNAc peut etre produit a partir de 
rUDP-GlcNAc si le gene de I'epimerase est introduit dans une 
cellule selon I'invention. 

Contrairement a la mcthode enzymatique de synthese in vitro 
d'oligosaccharides qui necessite I'utilisation de molecules tres 
25 onereuses comme I'ATP, I'acfetyl-CoA, le PAPS (adenosine 3' 
phosphate- 5'phosphosulfate), ou le phospho-enolpyruvate I'un des 
interets de la presente invention reside dans le fait que ces 
molecules sont naturellement recyclees dans la cellule permettant 
ainsi d'abaisser les couts de production des oligosaccharides. 
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Un autre objet de rinvention conceme un precede decrit ci- 
dessus pour la production du 3 -sialyllactose(a-NeuAc-[2->3]-p-D- 
Gal-[l->4]-p-D-Glc) ou du 6'-sialyllactose (a-NeuAc-[2->6]-p-D-Gal- 
[X->4]-3-D-Glc) caracterise en ce que : 
5 • ladite cellule est une bacterie de genotype LacZ-^ LacY-^y 

NanA', NanT-^ ; 

• lesdits enzymes so^.t la CMP-NeuAc- synthase et ra-2,3 sialyl- 
transferase ou ra-2,6 sialyl-transferase; 

• ledit substrat est le glycerol ; 

10 • ledit inducteur est Tisopropyl-p-D-thiogalactoside (IPTG) ; 

• lesdits precurseurs sont le lactose et Tacide sialique, 

Selon un sixieme mode prefere de realisation qui complete le 
deuxieme mode decrit ci-dessus, le procede selon Tinvention est 
utilise pour la production d'un derive sialyle du lacto-N-neotetraose 

15 et de polylactosamine (lacto-N-neo-hexaose, lacto-N-neo-octaose, 
lacto-N-neo-decaose) caracterise en ce qu'il comprend en outre un 
dit enzyme choisi parmi ra-2,3 sialyl-transferase, ra-2,6 sialyl- 
transferase, et que ladite cellule a en outre un genotype NanA", 
NanT-^ et exprime le gene de la CMP-NeuAc-synthase, lesdits 

20 accepteurs sont le lactose et Tacide sialique. 

Un autre objet de Tinvention conceme un procede decrit ci- 
dessus pour la production du lacto-N-neotetraose, du p-D- 
Gal[l-^4]-p-D-GlcNac[l-^3]-p-D-Gal[1^4]-(a-L-Fuc-[l-^3])p-D-Glc, 
du p-D-Gal-[ 1^4]-(a-L-Fuc-[ l->3])-p-D-GlcNac-[ 1^3]-P-D-Gal- 

25 [1^4]-(a-L-Fuc-[l-^3])-p-D-Glc, du p-D-Gal-[1^4]-(a-L-Fuc-[1^3])- 
P-D-GlcNac-[l">3]-p-D-Gal-[1^4]-p,D-GlcNAc-[l->3]-p-D-Gal[l->4]- 
(a-L-Fuc-[ l->3]-p-D-Glc, 
caracterise en ce que 
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• ladite cellule est une bacterie de genotype Lac Z', Lac y*, Wca 
J-y et surexprime RcsA ; 

• lesdits enzymes sont la P-l,3-N-acetyl-glucosaminyl- 
transferase, la p-l,4-galactosyl-transferase, la a- 1,3 fucosyl- 

5 transferase ; 

• ledit substrat est le glucose ; 

• Ip'lit inducteur est Tisopropyl-p-D-thiogalactoside (IPTG) ; 

• ledit precurseur est le lactose. 

Selon un septieme mode prefere de realisation, le precede 

10 selon rinvention est utilise pour la production de STucosyllactose 
(p-D-Gal-[l^]-(a-L-Fuc-Il->3]-D-Glc) ou de 2'fucosyllactose (p-D- 
Gal-[l->2]-(a-L-Fuc-[l->3]-D-Glc) caracterise en ce qu'il comprend 
un dit enzyme choisit parmi ra-1,3 fucosyltransferase ou ra-1,2 
fucosyltransferase, et que la cellule a un genotype wcaf lacZ- et 

15 surexprime le gene rcsA et que ledit precurseur est le lactose. 

Selon un huitieme mode prefere de realisation, le precede 
selon rinvention est utilise pour la production d'un derive fucosyle 
du lacto-N-neotetraose et de polylactosamine (lacto-N-neo-hexaose, 
lacto-N-neo-octaose, lacto-N-neo-decaose) caracterise en ce qu'il 

20 comprend en outre un dit enzyme choisi parmi ra-1,2 fucosyl- 
transferase, ra-1,3 fucosyl-transferase, et que ladite cellule a en 
outre un genotype Wca J" et surexprime le gene Res A, ledit 
accepteur etant le lactose. 

Selon un neuvieme mode prefere de realisation, le precede 

25 selon rinvention est utilise pour la production d'un derive sialyle et 
fucosyle du lacto-N-neotetraose, lacto-N-neo-decaose) caracterise 
en ce qu'il comprend en outre un dit enzyme choisi parmi le ra-2,3 
sialyl-transferase, ra-2,6 sialyl-transferase, et en outre un dit 
enzyme choisi parmi ra-1,2 fucosyl-transferase, ra-1,3 fucosyl- 
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transferase, et que ladite cellule a en outre un genotype NanA-, 
NanT-^, Wca J- et surexprime le gene Res A et le gene de la CMP- 
NeuAc-sjnithase, lesdits accepteurs sont le lactose et Tacide 
sialique. 

5 Les precedes des modes 1 a 9 evoques precedemment 

peuvent etre mis en oeuvre pour la production d'analogue 
d'oligosaccharides dans lesquels le residu glucose est remplace par 
un groupement allyl, ledit precurseur etant Tallyl-p-D galactoside 
et non plus le lactose. 

10 Un autre objet de Tinvention est de foumir un procede pour 

produire des oligosaccharides marques ou enrichis avec des 
radioisotopes; de tels oligosaccharides sont extremement precieux 
pour les etudes fondamentales de biologic ou d'analyse 
conformationnelle. L'invention conceme done un procede de 

15 production d'oligosaccharide marque par au moins un radioisotope 
caracterise en ce que ladite cellule est cultivee sur ledit substrat 
carbone marque par ledit radioisotope et/ou en presence d'undit 
precurseur marque par ledit radioisotope. Les radioisotopes sont 
choisis de preference dans le groupe compose de : I'^C, i^C, ^H, ^^S, 

L'invention conceme aussi un oligosaccharide susceptible 
d'etre obtenu par un procede selon Tinvention. 

Selon un mode particulier de realisation, Tinvention conceme 
un oligosaccharide active utilisable pour la synthese chimique de 
25 glycoconjugues ou de glycopolymeres susceptible d'etre obtenu par 
un procede tel que decrit precedemment, ledit oligosaccharide etant 
caracterise en ce que la double liaison du groupement allyl est 
modifiee chimiquement par des reactions d'addition, d'o>cydation, 
ou d'ozonolyse- 
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^oligosaccharide selon rinvention est utile dans une large 
gamme d'applications therapeutiques et diagnostiques ; il peut par 
exemple etre utilise comme agent bloquant de recepteurs de surface 
cellulaire dans le traitement de multiples maladies faisant 

5 intervenir Tadhesion cellulaire ou etre utilise comme supplements 
nutritionnels, antibacteriens, agents anti-metastatiques, agents 
anti-inflammatoires. L'invention conceme done un oligosaccharide 
selon rinvention a titre de medicament et notamment a titre de 
medicament destine a empecher selectivement Tadhesion de 

10 molecules biologiques. L'oligosaccharide selon rinvention est 
egalement utilise a titre de medicament destine au traitement du 
cancer, de I'inflammation, des maladies cardiaques, du diabete, des 
infections bacteriennes, des infections virales, des maladies 
neurologiques et a titre de medicament destines aux greffes. 

15 L'invention porte egalement sur une composition pharmaceutique 
caracterisee en ce qu'elle comprend un oligosaccharide selon 
rinvention et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Enfin, rinvention conceme aussi rutilisation d'un 
oligosaccharide selon rinvention dans ragriculture et I'agronomie 

20 notamment pour la croissance et la defense des vegetaux. En effet, 
les oligosaccharides jouent un role predominant dans la s3rmbiose 
Rhizobium/legumineuse. En effet, certains oligosaccharides 
provenant de Fhydrolyse de parois ou de glycoproteines vegetales 
ou fongiques peuvent agir comme ph3rtohormones ou comme 

25 eliciteurs de reactions de defenses chez les plantes. 

L'interet industriel du procede selon rinvention est evident 
car il permet pour la premiere fois d'atteindre une production de 
rordre du kilogramme d'oligosaccharides complexes d'interet 
biologique, Tous les oligosaccharides d'interet biologique dont nous 
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envisageons la synthese a Techelle industrielle ne sont actuellement 
disponibles qu'a Techelle du mg et a des cout extremement eleves 
(jusqu'a 1 million de franc le gramme) ; le prix de revient de ces 
composes produits par la presente voie microbiologique sont 
5 infiniment moindre. 

Des caracteristiques et avantages de la presente invention 
seront mieux mis en evidence, a la lecture des exemples et des 
figures suivantes dont les legendes sont representees ci-apres. 

10 FIGURES 

Figure 1 : Principe du procede de production du 
trisaccharide 4-O-[3-0-(2-acetamido-2deoxy-p-D- 
glucop3rranos7l)-P-D-galacto-pyTanosyI|-D-glucopyranose, 0-D- 
15 GlcNac-Il->31-p-D.Gal-[l->4]-D.Glc) 

Le lactose( 3-D-Gal-[l-4]-p-D-Glc) est transporte dans la 
cellule par la lactose permease (Lac permease), Le lactose ne peut 
pas etre hydrolyse dans la cellule car la souche est un mutant 
LacZ-. L'expression du gene IgtA permet la production de ren2yme 
20 LgtA qui transfere un GlcNAc de lUDP-GlcNAc sur une molecule de 
lactose. Le trisacharide forme (P-D-GlcNAc-Il-3]-p-D-Gal-[l-4]-p-D- 
Glc) est excrete dans le milieu. 

Figure 2 : Culture a baute densite cellulaxre de la souche 
JM109 temoin et de la souche JM109 (pCWlgt/^) possedaut le 
25 gene de la glycosyle transferase LgtA* 

Le lactose est ajoute en continu et le lactose residuel est 
determine enzymatiquement. La concentration de GlcNAc 
hydrolysable dans le milieu de culture est mesuree 
colorimetriquement apres hydrolyse acide. Le lactose ajoute 
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represente la quantite totale cumulee de lactose qui a ete ajoute en 
continu. 

FiSure 3 : Spectre de masse en mode FAB"*^ du 
trisaccharide 4-0-[3-0*(2-acetamido*2deoxy-p-D- 
5 glacop7ranosyl)-p-D-galactopyraiiosyl]-D-glucopyranosey 

GlcNac-[l->3]-p-D-Gal-[l->4]-D-Glc) purifiee du suraageant de 
culture de la soucbie JM109(lgtA). 

On observe les deux ions quasi-moleculaires [M+H]*^ et 
[M+Na]+ a m/z 546 et 568. On observe egalement un ion [M+H]+ a 
10 m/z 442 qui est du a la presence de p-D-GlcNAc-[l-3]-IPTG. Ceci 
indique que TIPTG (isopropyl p-D-thiogalactose) utilise pour induire 
la Lac permease et LgtA est egalement glycosyle. 

Figure 4 : Spectre du trisaccharide 4-0-[3-0-(2-acetamido- 
2deoxy-p-D-glucop3rrazLosyl)-p-D-galactop3nranosyl]-D- 
15 glucopyranose, (p-D-GlcNac-[l-^3]-p-D-Gal-[l*^4]-D-Glc) en RMN 
du proton a 323*'K. 

Le signal a 1,4 ppm est du aux protons du groupement 
isopropyl du derive glycosyle de riPTG. 

Figure 5 : Spectre RMN ^^C du trisaccliaride 4-0-[3-0-(2- 
20 acetamido-2deoKy-P-D-glucopyranosyl)-3-D-galactopyranosyl]-D*- 
glucopyranose, 0-D-GlcNac-[1^3]-p-D-Gal-[l->4]-D-Glc). 

Figure 6: Principe du precede de production du lacto-N- 
neo-tetraose (p-D-Gal-[l-4]-p-D-GlcNAc-[l-3]-p-D-Gal-[l-4]-p-D- 
Glc). 

25 Le lactose (P-D-Gal-(l-4]-p-D-Glc) est transports dans la 

cellule par la Lac permease. Le lactose ne peut pas etre hydrolyse 
dans la cellule car la souche est un mutant LacZr. L'expression du 
gene IgtA permet la production de ren2yme LgtA qui transfere un 
GlcNAc de ITJDP-GlcNAc sur une molecule de lactose. Le 
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trisaccharide forme est ensuite utilise comme precurseur par LgtB 
qui transfere une molecule de galactose de ITJDP-Gal pour former le 
lacto-N-neo-tetraose 0-D-Gal-Il-4]-p-D-GlcNAc-[l-3]-p-D-Gal-[l-4]- 
p-D-Glc). 

5 Fisure 7 : Culture a haute deusite cellulaire de la souche 

JM109 (pCWlgtA, pBBlgtB). 

Culture en presence de lactose a forte (5 g.l'i) et a faible 
concentration (1 g.l-^. 

Figure 8 : Separation sur Biogel P4 des oligosaccharides 
10 produits par la souche JM109 (pCWlgtA, pBBlgtB) en presence 
de lactose a une concentration initiale de 5 g.l*^ (A) ou de 1 g.r 
MB). 

Les pics 1, 2, 3, 4 correspondent respectivement aux lacto-iNT- 
neo-tetraose, lacto-iV^neo-hexaose, lacto-iNT-neo-octaose et lacto-iNT- 
15 neo-decaose. 

Figure 9 : Principe du precede de production du 
sialyllactose 
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Le lactose et Tacide sialique (NeuAc) sont internalises 
dans la cellule par la lactose permease (lacY) et la permease de 
I'acide sialique {nanT). Ces deux composes ne sont pas degrades 
dans la cellule car la souche est un mutant ZocZ- et nanA- . 
5 L'expression de la CMP-NeuA synthase et de ra-2,3 
sialyltransferase permet Tactivation de Tacide sialique internalise 
en CMP-NeuAc et son transfert sur du lactose intracellulaire. 

EXEMPLBS 

Bxemple 1 : Materiels et methodes 

10 1.1. Origine des plasmides et souches bacteriennes 

Les souches JM107 et JM109 d'Bscherichia coli K12 
(Yannisch-Perron et al 1984) ont ete utilisees comme cellules hote 
pour tous les exemples de production d'oligosaccharides decrits. 
Les souches ont ete obtenues de la DSM (Deutsche Sammlung von 

15 Mikroorganismen) Le genotype de la souche JM109 est le suivant : 
F- traD36 lacfi A(lacZ)M15 proA'^B^/eMiMcrA') A(Lac-proAB) supE44 
recAl endAl gyrA96 (Nalr) thi hscLRl? relAl. Le genotype de la 
souche JM107 est identique a celui de la souche JM109 excepte le 
fait que le gene recAl n'est pas inactive. 

20 Les genes IgtA et IgtB de Neisseria meningitis MC58 ont ete 

foumis par Dr W. Wakarchuk (Institute for Biological Sciences, 
National Research council of Canada, 100 Sussex Drive, Ottawa, 
Ontario, KIA OR6, Canada) sous la forme de deux plasmides pCW, 
Tun contenant le gene IgtA (nomme ici pCWlgtA) et Tautre 

25 contenant le gene IgtB (nomme ici pCWlgtB). Les sequences de ces 
deux genes sont disponibles dans la banque de donnees GenBank 
sous le n"* U25839, Le plasmide pLitmus28 a ete achete a la societe 
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New Englands Biolabs. Le plasmide pBBRlMCS a ete fourni par le 
Dr M. Kovach {Department of Microbiology and Immunology, 
Louisiana State University, Shreveport, LA 71130-3932, USA.) 

Les genes de la CMP-sialic acid S3aithase et de ra-2,3 

5 sialyltransferase de Neisseria merdngitis MC58 ont ete foumis par le 
Dr M Gilbert (Institute for Biological Sciences, National Research 
council of Canada, 100 Sussex Drive, Ottawa, Ontario, KIA OR6, 
Canada) sous la forme de deux plasmides NSY-01 et NST-Ol. Le 
plasmide NSY-01 est un derive du plasmide pT7-7 qui contient le 

10 gene (GenBank U60146) de la CMP- sialic acid synthase (Gilbert et 
al 1997). Le plasmide NST-01 est un derive du plasmide 
pBluescript Sk- qui contient le gene (GenBank n** U60660) de Ta- 
2,3 sialyltransferase (Gilbert et al. 1996) 

Le gene JucTde ra-1,3 fucosyltransferase d^Helicobacter pylori 

15 a ete foumi par le Dr S. Martin (Glaxo Wellcome Research and 
Development, Gunnels Wood Road, Stevenage, Hertfordshire, SGI 
2NY,UK) sous la forme d'un plasmide pHP0651 derive du pET-21a . 
La sequence est disponible a la Genbank (AE000578, gene 
HP0651). 

20 

1.2. Sous-clonages. 

Nous avons utilise les techniqueis standards de biologic 
moleculaire decrites par Sambrook et al. (1989), 

construction du plasmide pBBlgtB : Le fragment d'ADN de 
25 0,835 kb contenant le gene IgtB a ete obtenu par digestion du 
plasmide pCWlgtB par BamHI et HxndllL Ce fragment a ete sous- 
clone dans le vecteur pLitmus28 prealablement digere par BamHI 
et Hfndlll pour former le plasmide pLitlgtB. Le fragment de 0,9 kb 
contenant le gene IgtB a ete excise du plasmide pLitlgtB par une 



wo 01/04341 



28 



PCT/FROO/01972 



digestion avec Xhol et Hindlll et sous clone dans le plasmide 
pBBRlMCS prealablement digere par Xhol et Hindlll pour former le 
plasmide pBBlgtB. 

construction du plasmide pBBnsy : Le fragment contenant 
5 le gene de la CMP-sialic acid synthase a ete excise du plasmide 
NSY-01 par une digestion avec Xbal et sous clone dans le plasmide 
pBBRlMCS prealablement digere par Xbal pour former le plasmide 
pBBnsy. 

construction du pUzsmide pBBLnt : le gene IgtA present 
10 dans la construction pCWlgtA (Gilbert et al) a ete amplifie par PGR 
en meme temps que le promoteur UV5 tactac du plasmide a Taide 
des amorces CTT TAAGCTT CCGGCTCGTATAA (sens, amont 
promoteur) et GACAGCTTATCATCGA TAAGCTT (antisens, fin IgtA) 
contenant toutes deux un site MndllL Le fragment amplifie de 
15 l,3kb a ensuite ete sous-clone dans le site HindiU du vecteur 
pBBlgtB. 

construction du plasmide pBBLntRcsA : Le gene rcsA 
(Stout et al., 1991) a d'abord ete amplifie par PGR a partir d'ADN 
genomique de JM109 avec les amorces 

20 AGGGTACCCATGTTGTTCCGTTTAG (site Kprd, gauche rcsA) et 
A ATCTAGA GTAATCTTATTCAGGCTG (site Xbal, droite rcsA), puis 
clone dans les sites Kprd-Xbcd du vecteur pBBRl-MCS. Le vecteur 
pBBRl-MGS-rcsA a alors ete ouvert en amont du gene par digestion 
avec Kprd, blunte (kit Amersham), libere par Xbal, et insere dans 

25 les sites SmaL-Xbcd de la construction pBBLnt, permettant un 
clonage en aval de Tensemble /grtB-UVS tactac- ZgrtA, plagant rcsA 
sous le controle du promoteur UV5 tactac. 
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1.3. Conditions de culture 

Les cultures de routine et la preparation des inocula furent 
realisees sur le milieu LB (Sambrook et al. 1989). Les cultures a 
haute densite cellulaire ont ete realisees dans un fermenteur de 2 
litres contenant un volume initial de 1 litre de milieu ayant la 
composition suivante : glycerol (17.5 g.l-i) ou glucose (15 g.l i), 
NH4H2PO4 (7 g.l-»), KH2PO4 (7 g.1-1), MgS04.7H20 (1 g.l-i), 
thiamine.HCl (4.5 mg.l-i), solution d'oligo-elements (7.5 ml.l-i), 
acide citrique (0.5 g.l-i), KOH (2 g.l-i). Le MgS04 est autoclave 
separement et la thiamine est sterilisee par filtration. La solution 
d'oligo-elements contient : nitrilotriacetate (70 mM, pH 6.5), citrate 
ferrique (7.5 g.l-i), MnCl2. 4H20 (1.3 g.l-i), C0CI2 6H2O (0.21 g.l-i), 
CUCI2.2H2O (0.13 g.1-1), H3BO3 (0.25 g.l-i), ZnS04. 7H20 (1.2 g.l- 
1), Na2Mo04.2H20 (0.15 g.l-»). Les antibiotiques, ampicilline (50 
mg.1-1) et chloramphenicol (25 mg.l-i) sont ajoutes pour s'assurer de 
la presence des differents plasmides. La solution d'alimentation 
contient du glycerol (500 g.l-i) ou du glucose (400 g.l-i), du 
MgS04.7H20 (12 g.l-i) et de la solution d'oligo-elements (25 ml.l-i). 

Les cultures a haute densite cellulaire sont inoculees a 2%. 
Durant tout la culture, le taux d'oxygene dissous est maintenu a 
20% de saturation en reglant manuellement le debit d'air et en 
ajustant automatiquement la vitesse d'agitation. Le pH est regule 
automatiquement a 6,8 par I'addition d'ammoniaque aqueux (15% 
p/v). La temperature est maintenue a 34''C pour la souche 
JM109(pCWlgtA) et a 28''C pour la souche JM109(pCWlgtA, 
pBBlgtB). La strategic de culture a haute densite comprend 
generalement 3 phases : une premiere phase de croissance 
exponentielle qui est assuree par le substrat carbone (glycerol ou 
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glucose) initialement present dans le milieu ; une deuxieme phase 
qui debute lorsque la croissance devient limitee par la source de 
carbone qui est alors ajoutee en continu a un taux de 4,5 g,h-M-i de 
glycerol ou 3,6 g.hM-^ de glucose. Dans une troisieme phase, ce 
5 taux est reduit de 60 % pour ralentir la croissance de maniere a 
augmenter la teneur en oligosaccharides. 

1.4. Dosage des oligosaccharides 

Les echantillons (1 ml) sont preleves durant la culture et 
immediatement centrifuges dans des microtubes. Le sumageant est 

10 conserve pour le dosage des oligosaccharides extracellulaires. Le 
culot bacterien est resuspendu dans 1 ml d'eau puis est incube 
dans un bain-marie a lOC'C pendant 30 min pour faire eclater les 
cellules. Apres une seconde centrifugation le sumageant est 
conserve pour le dosage des oligosaccharides intracellulaires. 

15 La concentration de lactose est mesuree en utilisant un kit de 

determination enzymatique (Roche diagnostic). Les residus N- 
acetyl-glucosamine presents dans les oligosaccharides sont liberes 
par hydrolyse acide comme precedemment decrit (Samain et al, 
1997) et ensuite quantifies colorimetriquement par la methode de 

20 Reissig et al, (1955); dans la description, on entend par GlcNAc 
hydrolysable, la quantite de GlcNAc dosee de cette maniere. 

Le dosage du lactose avec et sans traitement par une 
neuraminidase permet d'estimer la concentration en sialyl-lactose. 
Le fucose total est mesure colorimetriquement par la methode 

25 au chlorhydrate de cysteine de Dische et Shettles (1948). 



1.5. Purification des oligosaccharides 

A la fin de la culture, les cellules bacteriennes sont recoltees 
par centrifugation. Le sumageant est conserve pour la purification 
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des oligosaccharides extracellulaires. Les cellules bacteriennes sont 
resuspendues dans 1 litre d'eau, puis sont permeabilisees par un 
traitement thermique (30 min a lOO^'C) pour liberer les 
oligosaccharides intracellulaires. Apres una deuxieme 
centrifugation ces oligosaccharides sont recuperes dans le 
sumageant. 

Le premier et le deuxieme sumageant contenant 
respectivement les oligosaccharides extra- et intracellulaires sont 
adsorbes sur charbon actif (100 g par litre de sumageant). Apres 
ringage a Teau distillee, les oligosaccharides sont elues avec de 
Tethanol a 50% (v/v), concentres par evaporation et lyophilises. 

Les oligosaccharides sont separes par chromatographic 
d'exclusion sterique sur une colonne (4.5 cm x 95 cm) de Biogel P4 
permettant Tinjection d'environ 300 mg de melange 
d'oligosaccharides. L'elution est realisee avec de Teau distillee avec 
un debit de 40 ml.h-i. 

Les oligosaccharides non fucosyles sont separes par 
chromatographic dfexclusion sterique sur une colonne (4.5 cm x 95 
cm) de Biogel P4 permettant Tinjection d'environ 300 mg de 
melange d'oligosaccharides. L*elution est realisee avec de Teau 
distillee avec un debit de 40 ml.h-i 

Les oligosaccharides fucosyles sont separes par 
chromatographic d'exclusion sterique sur une colonne (1,5 cm x 
200 cm) de Biogel P2 thermostatee a 60 permettant Tinjection 
d'environ 30 mg de melange d'oligosaccharides. L'elution est 
realisee avec de Teau distillee avec un debit de 30 ml.h-^ 

Le sialyllactose est separe des oligosacchariodes neutres par 
fixation sur une resine Dowex 1X4-400 (sous forme HCOa ). et elue 
avec un gradient de NaHCOa (0 a lOOmM). Le bicarbonnate est 
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ensuite elimine en traitant Teluat par une resine Dowex 50X4-400 
sous forme H+. 

1.6. Preparation des allvl B-D-glucosides 

5 L'allyl p-D-galactopyranoside et rallyl-N-acetyl-3-D- 

glucosaminide ont ete synthetises suivant le protocole decrit par 
Lee et Lee (1974) 

1.7. Identification et caracterisation structurale des 
10 oligosaccharides 

Les spectres de masse ont ete realises avec un spectrometre 
de masse (Nermag R-IOIOC), Pour chaque experience le volume 
initial de matrice est de 4 jiL Les produits ont ete analyses en mode 
FAB\ 

15 Les spectres de RMN ont ete obtenus avec un spectrometre 

Brucker AC300. 

1.8 Construction de la souche JM107-nanA- 
Une souche JM107 incapable de metaboliser Tacide sialique a 
20 ete preparee par inactivation insertionnelle du gene nanA (operon 
Nan) codant pour la NeuAc aldolase (Plumbridge et al., 1999). Deux 
reactions d'amplification par PGR furent realisees de part et d'autre 
du centre du gene nanA de fagon a y inserer un site de restriction 
SamHL 

25 Un premier fragment BamHI-XbczL de 1,6 kb comprenant la 

partie droite de nanA a ete amplifie a partir d'ADN genomique de 
JM109 en utilisant les amorces 

AAA GGATCC AAGATCAGGATGTTCACG et 
GCTCTAGAATGGTAATGATGAGGCAC et clone entre les sites 
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BawHl et Xbcd du vecteur pUClQ, formant le vecteur pUC-nanl,6. 
Un deuxieme fragment Kprd-BamHl de 2,1 kb comprenant la partie 
gauche de nanA a ete amplifie en utilisant les amorces 
AA AGGATCC GCGTAGGTGCGCTGAAAC et 

5 AA AGGTACCT CAGGCCACCGTTAGCAG et clone entre les sites 
Kprd et BamHl du vecteur pUC-nanl,6 formant le vecteur pUC- 
nan-3,7. Le gene de resistance a la kanamycine (pUC-4K, cassette 
Pharmacia) a ensuite ete clone dans le site BamHI de pUC-nan- 
3,7. Le fragment de 4,9 kb Socl-Xbal contenant nanA::kan a ete 

10 insere dans les memes sites du vecteur suicide pCVD442 
(Donnenberg et Kaper 1991). Ce plasmide a ete utilise pour obtenir 
par recombinaison homologue des mutants JM107 nanAwkan, 
selectionnes pour leur resistance a la kanamycine et leur incapacite 
a metaboliser Tacide sialique (souche JM107-nanA-). 

15 

1.9 Construction de la souche JM107col-DE3 
La suppression de la capacite a synthetiser Tacide colanique 
a ete reaUsee par inactivation insertionnelle du gene ivcaJ codant 
pour une glucosyltransferase (Stevenson et al 1996). Un fragment 

20 d'ADN de 1,8 kb contenant le gene ujcaJ et de TADN adjacent ont 
ete amplifies par PGR a partir d'ADN genomique de JM109 et 
inseres dans un vecteur pT0P02.1 (kit de clonage PGR Invitrogen), 
a raide des amorces CCACGATCCACGTCTCTCC (droite tvcaJ] et 
AAGCTCATATCAATATGCCGCT (gauche uucaJ). II a ensuite ete 

25 transfere dans un vecteur pUC19 au niveau du site JEcoRI. Le 
vecteur ainsi obtenu a ete soumis a un traitement par une EcoRI 
methylase, permettant Taddition subsequente du gene de 
resistance a la kanamycine dans le site Apol present au centre de 
tucaJ. L'ADN recombinant tucaJ::kan a enfin ete transfere dans le 
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vecteur suicide pCVD442 permettant par recombinaison homologue 
robtention de mutants genomiques JM107 contenant le gene 
inactive, selectionnes par PGR a I'aide des amorces ayant servi au 
clonage (souche JM107-col-). 
5 La souche JM107-col- a ete rendue lysogene pour le phage 

XDE3 en utilisant le kit de lysogenisation de Novagen. 

Exemple 2 : Production du trisaccharide 4-0-[3-0-(2- 
acetamido-2deoxy-p-D-glTicop3rranosyl)-p-D-galactopyranosyl]-D- 
10 glucopyranose, (P-D-GlcNac-[l->3]-p-D-Gal-[l->4]-D-Glc). 

Le principe est illustre par la figure 1. Nous avons utiUse la 
souche JM 109 d*Escherichia coli K12 dans laquelle nous avons 
introduit le plasmide pCWlgtA gene IgtA. La souche JM109 est lacZ- 
15 , c'est k dire qu'elle est incapable d'hydrolyser le lactose. Par centre 
elle est lacY+ , ce qui signifie qu'elle peut synthetiser la lactose 
permease. Le gene IgtA code pour une p-l,3-JV-acetyl-glucosaminyl- 
transferase (LgtA) transferant une unite N-acetyl-glucosamine sur 
le galactose du lactose. 
20 La souche JM109 (pCWlgtA) ainsi que la souche temoin 

JM109 ont ete cultivees a haute densite cellulaire (Samain et cd., 
1997) sur glycerol comme source de carbone et d^enei^e. Apres une 
premiere phase de croissance exponentielle assuree par le glycerol 
initialement present dans le miUeu (17,5 g/1), la croissance devient 
25 limitee par le glycerol qui est alors ajoute en continu a un taux de 
4,5 g.h-M-i. Durant cette deuxieme phase de la culture, on 
introduit en continu 90 mg.hM-i de lactose. On injecte egalement 
au debut de cette phase de HPTG (isopropyl-p-D-thiogalactoside) 
(0.5 mM) pour induire I'expression de la lactose permease et de la 
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p_l ^3 -jV-acetyl-glucosaminyl- transferase. Comme decrit dans la 
figure 2, le lactose ajoute ne s'accumule pratiquement pas dans le 
milieu, indiquant que le lactose est bien internalise par les cellules 
bacteriennes. On observe avec la souche JM 109 (pCWlgtA) une 

5 accumulation importante dans le milieu de culture d'un compose 
contenant de la N-acetylglucosamine (GlcNAc hydrolysable). La 
quantite de GlcNAc hydrolysable (3,8 mmole/1) produite correspond 
presque stoechiometriquement a la quantite de lactose consomme 
(3,5 mmole/1), suggerant que la totalite du lactose internalise a ete 

10 glycosylee par LgtA. 

A la fin de la culture, les cellules sont eliminees par 
centrifugation et les oligosaccharides presents dans le sumageant 
sont purifies par adsorption sur charbon actif et elution a Tethanol. 
Les oligosaccharides presents sont ensuite separes suivant leur 

15 poids moleculaire sur une colonne de Biogel P4. Un seul compose 
majoritaire est retrouve. Les donnees de spectrometrie de masse et 
de RMN indique que ce compose est bien le trisaccharide 0-D- 
GlcNAc-Il->3]-p-D-Gal-[l->4]-p-D-Glc) forme par Taddition d'un 
residu GlcNAc sur une molecule de lactose. Le spectre de masse en 

20 mode FAB^ montre en effet la presence d'un ion quasi-moleculaire 
[M+H]-" a m/z 546 (figure 3). Le spectre RMN du confirme la 
structure trisaccharidique, la presence d'un groupement acetyl et la 
configuration p des deux liaisons O-glycosidiques (figure 4). Le 
spectre RMN du ^^^C precise egalement que la liaison entre la 

25 GlcNAc et le galactose est bien de type 1,3 (figure 5). 

Exemple 3 : Production de lacto-N-neo-tetraose et de 
polylactosamine 
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Le principe est decrit sur la figure 6. La souche d' £. coli JM 
109 a ete cotransformee avec les deux plasmides pCWlgtA et 
pBBlgtB portant respectivement les genes IgtA (utilise 
precedemment) et IgtB (codant pour une p-l,4-Galactosyl- 

5 transferase appele LgtB). La souche JM109 (pCWlgtA,pBBlgtb) a ete 
cultivee a haute densite cellulaire en utilisant le glucose comme 
substrat de croissance. Au debut de la deuxieme phase on ajoute 
du lactose a forte (5 g.l-i) ou a faible concentration (1 g,l-i) et de 
nPTG a 0.1 mM. Contrairement a ce qui avait ete observe avec la 

10 souche JM109 (pCWlgtA), on ne detecte, lors de la culture de cette 
souche, qu'une faible liberation de GlcNAc hydrolysable dans le 
milieu. En revanche, on retrouve de la GlcNAc hydrolysable en 
quantite importante dans la bacterie (figure 7). Lorsque Tapport de 
lactose est de 1 g.l'S on observe une intemalisation complete du 

15 lactose (2,9 mmole.l-i) et une production totale de GlcNAc lie de 
1,45 g.l-^ (6,5 mmole.l-i) soit Tincorporation de plus de deux 
molecules de GlcNAc par molecule de lactose acceptrice. Quand le 
lactose est ajoute a forte concentration, Tintemalisation est 
incomplete (3 g.l-^ soit 8.7 mmole.l-i) avec une production de 

20 GlcNAc egalement d'environ 6,5 mmole-^ . Dans ce cas le rapport 
molaire GlcNAc / lactose est proche de 1, ce qui est coherent avec 
la synthese de lacto-N-neo-tetraose. 

La purification de la fraction oligosaccharidique 
intracellulaire a permis d^obtenir plusieurs composes principaux 

25 qui sont bien separes par chromatograhie sur Biogel P4. Les 
donnees de spectrometrie de masse et de RMN indiquent que ces 
composes correspondent aux structures suivantes : lacto-iV-neo- 
tetraose [M+H)* = 708 ; lacto-iV-neo-hexaose [M+H]^ = 708 ; lacto-iV- 
neo-octaose, [M+Na]* == 1460 et probablement lacto-iV-neo-decaose, 
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Les proportions respectives de ces differents composes dependent 
de la quantite de lactose ajoutee . Ainsi avec 5 g.l-^ de lactose le 
produit majoritaire est le lacto-iV-neo-tetraose (figure 8 A ). Par 
contre un apport de lactose plus faible (1 g.l^) favorise la formation 

5 de composes de plus haut degre de polymerisation, le lacto-N-neo- 
octaose devenant majoritaire (figure 8B). 

La formation de polylactosamines homologues superieurs du 
lacto-J\r-neo-tetraose s'explique par le fait que LgtA est capable 
d'utiliser le lacto-iV-neo-tetraose pour former un pentasaccharide 

10 intermediaire qui est glycosyle par LgtB pour donner du lacto-N- 
neo-hexaose. Ce dernier est lui meme precurseur pour un nouveau 
cycle de glycosylation aboutissant a la formation de lacto-N-neo- 
octaose et ainsi de suite jusqu'au lacto-N-neo-decaose. 

On n'observe pas la formation significative d'oligosaccharides 

15 a nombre de residus impair et portant un galactose en position 
terminale non reductrice. Ceci indique que Telongation des 
molecules est limitee par Tincorporation du GlcNAc par LgtA et non 
pas par la galactosylation catalysee par LgtB. 

20 Exemple 4 : Production de Tallyl 3-0-(2-acetamido- 

2deoxy-p-D-glucopyranosyl|-p-D-galactop3nranoside, (P-D- 
GlcNAc^l^S]- p-D-Gal-l^O-allyl) 

La souche JM109(pCWlgtA) a ete cultivee a haute densite 
25 cellulaire sur glycerol. Au debut de la deuxieme phase de culture, 
on ajoute 0,75 g.l'i d'allyl-P-D-galactopyranoside et 0,1 mM d'IPTG. 
On observe une intemalisation totale de Tallyl-P-D- 
galactopyranoside au bout de 9 h avec une apparition 
stoechiometrique de GlcNAc hydrolysable dans le milieu 



wo 01/04341 




PCT/FROO/01972 



38 



extracellulaire. Les oligosaccharides presents dans le milieu 
extracellulaire sont purifies comme dans Texemple 2. Le spectre de 
masse en mode FAB^ du produit majoritaire obtenu montre la 
presence d'un ion quasi-moleculaire [M+H]+ a m/z 424 
5 correspondant a la structure p-D-GlcNAc-Il->3]- p-D-Gal-A->0- 
allyL 

Bxemple 5 : Production du p-D-Gral-[l->4]-p-D-GlcNAc-l- 
>0-aUyl 

10 

La souche JM109 (pBBlgtB) a ete cultivee a haute densite 
cellulaire sur glycerol. Au debut de la deuxieme phase de culture, 
on ajoute 0,5 g,l-^ d'allyl-JV-acetyl-3-D-glucosaminide (P-D-GlcNAc- 
l->Oallyl). On observe pendant les 5 premieres heures une 

15 diminution d'environ 30% de la quantite de GlcNAc hydrolysable 
extracellulaire, ce qui demontre une intemalisation partielle d'allyl- 
iV-acetyl-p-D-glucosaminide. Parallelement on observe une 
production intracellulaire presque stoechiometrique de GlcNAc 
hydrolysable et de residus galactose lies en p (hydrolysables par la 

20 p-galactosidase). Ces resultats demontrent que 30% de Tallyl-iV- 
acetyl-p-D-glucosaminide initialement ajoute a ete galactosyle par 
Tactivite encodee par le gene IgtB. Apres purification, la structure 
du compose attendu (p-D-Gal-[l->4]-p-D-GlcNAc-l->0-allyl) a ete 
confirmee par spectrometrie de masse et RMN. 

25 

E^emple 6 : Production d'analogues du lacto-N-neo-tetraose et 
de polylactosamines dans lesquels le residu glucose est 
remplace par un groupement allyl 
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La souche JM109 (pCWlgtA et pBBlgtB) a ete cultivee comme 

dans rexemple 3 sauf que Tapport de lactose a ete remplace par 

Taddition de 0,65 g.l-^ d'allyl-p-D-galactopyranoside, Apres 

purification selon le protocole de Texemple 3, on obtient 3 composes 

5 principaux. Les donnees de spectrometrie de masse indiquent que 

» 

ces trois composes correspondent aux tri-, penta- et hepta- 
saccharides suivants : 

p-D-Gal-Il->4]-3-D-GlcNAc-[l->3]-p-D-Gal-l->0-allyl, [M+H] = 586; 
P-D-Gal-[l->4]-p-D>GlcNAc-[l->31-p-D-Gal-[l->4]-p-D-GlcNAc-[l- 
10 >3]-p-D-Gal-l->0-allyl, [M+H] = 951; 

3-D-Gal-[l->4]-p-D-GlcNAc-(l->3]-p-D-Gal-(l->4]-p-D- 
GlcNAc-[l->3]-P-D-Gal-[l->4]-p-D-GlcNAc-[l->3]-p-D-Gal-l->0- 
allyl, [M+H] = 1316. 

15 

Bxemple 7 : Production du S'-sialyllactose (a-NeuAc-[2->3]~p-D- 
Gal-[l>-4]-p-D-Glc) 

Le principe est illustre par la figure 9. Les genes de 
20 biosynthese de Tacide sialique et du CMP-NeuAc ne sont pas 
presents chez E. coli K12. Par contre E, coU K12 est capable de 
degrader Tacide sialique ( Plumbridge et. Vimr 1999) et possede une 
permease (NanT) qui permet de faire penetrer de Tacide sialique 
exogene dans la cellule . Get acide sialique est ensuite normalement 
25 catabolise par une aldolase (NanA). 

Nous avons utilise la souche ^^Escherichia coli K12 JM107- 
nanA* (exemple 1) et une souche temoin JM107 dans lesquelles 
nous avons introduit les deux plasmides compatibles NST-01 et 
pBBnsy contenant respectivement les genes de ra-2,3 



wo 01/04341 




PCT/FROO/01972 



40 



sialyltransferase et de la CMP-NeuAc synthase. Cette souche est 
depourvue d'activite NanA et est done incapable de degrader de 
I'acide sialique intracellulaire. Par centre elle possede les genes de 
la lactose permease (lacY) et de la sialyl permease {nanT) et est done 

5 capable d'intemaliser du lactose et de I'acide sialique exogene. 
L'acide sialique internalise peut ainsi etre active en CMP-NeuAc 
sous Taction de la CMP-NeuAc synthase et transfere sur du lactose 
intracellulaire sous Taction de Ta-2,3 sialyltransferase. 

La souche JM107-nanA-(Nst-01, pBBnsy) et la souche 

10 temoin JM107 (Nst-01, pBBnsy) possedant Tactivite NanA ont ete 
cultivees a haute densite cellulaire sur glycerol. Du lactose (1,5 g.l- 
i) de nPTG (0,1 mM) et de Tacide sialique (0,6 g.l-i) sont ajoutes au 
debut de la deuxieme phase de culture d'une duree de 5 h. Durant 
toute la duree (17 h) de la troisieme phase de la culture, on 

15 introduit en continu 100 nig.h-i.L-i d'acide sialique et 200 mg.h-i.L- 
ide lactose. 

A la fin de la culture de la souche JM107-nanA-(Nst-01, 
pBBnsy), le dosage enzymatique du lactose avec et sans traitement 
par une neuraminidase permet d'estimer la production totsde de 

20 siallyllactose a 2,6 g.T^. Cette production est retrouvee en partie 
dans les ceUules bacteriennes (1,5 g.l-i ) et dans le milieu 
extracellulaire de culture (1,1 g.l-^). Dans le cas de la souche temoin 
JM107 (Nst-01, pBBnsy), la production de sialyllactose est 
beaucoup plus faible (150 mg.l-* ) indiquant que la quasi totalite de 

25 Tacide sialique a 6te degradde par la bacterie. 

Les oligosaccharides intracellulaires et extracellulaires sont 
purifies par adsorption sur charbon actif et elution a Tethanol. 
Apres purification sur resine echangeuse d'anions un seul produit 
est detecte en HPLC. Le spectre de masse en mode FAB* montre la 
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presence de deux ions quasi- moleculaires [M+H]^a m/z 656 et 
(M+Na] a m/z 678 correspondant au sel de sodium du 
sialyllactose. 

E^emple 8: Production de derives iucosyles du lacto-JV-neo- 
tetraose 

Chez £. coli K12, les genes de biosynthese du GDP-fucose 
font partie de Toperon responsable de la biosjmthese d*un 
polysaccharide extracellulaire, Tacide colanique (Stevenson et al 
1996). L'expression de cet operon est controle par un reseau 
complexe de regulation dans lequel est implique la proteine RcsA 
(Stout et al 1991)- La surexpression du gene rcsA se traduit ainsi 
par une surproduction d'acide colanique (Russo et Singh 1993) et 
par consequent des genes de biosjnithese du GDP fucose. 

Pour augmenter la disponibilite en GDP-fucose, notre 
strategic a consiste a utiliser une souche d'JS. coli dans laquelle le 
gene rcsA etait surexprime (de maniere a surproduire les gene de 
biosynthese du GDP-fucose) et dans laquelle un des genes 
essentiel a la biosynthese de Tacide colanique a ete inactive (de 
maniere a supprimer totalement la production d'acide colanique et 
eviter une competition pour Tutilisation du GDP-fucose) 

Nous avons utilise la souche JM107-col-DE3 dans laquelle 
le gene tucoJ , qui est responsable du transfert du premier residu 
glucose de Tunite de repetition , a ete inactive selon Texemple 1 et 
dans laquelle nous avons introduit soit les deux plasmides 
pHP0651 et pBBLnt, soit les deux plasmides pHP0651 et 
pBBLntRcsA. Le plasmide pHP0651 contient le gene fucTde Va -1,3 
fucosyltransferase d'Helicobacter pylori. Cette fucosyltransferase 
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Utilise comme accepteur la JV-acetyllactosamine et le lacto-JV-neo- 
tetraose mais pas le lactose (Martin et al 1997). Le plasmide 
pBBLnt contient les genes IgtA et IgtB. Le plasmide pBBLntRcsA 
contient les genes IgtA, IgtB et rcsA. 

5 Les deux souches JM107-col-DE3 (pHP0651, pBBLnt) et 

JM107-C01-DE3 (pHP0651, pBBLntRcsA) ont ete cultivees comme 
dans I'exemple 3 en presence de 5 g.l-i de lactose. A la fin de 
troisieme phase de culture la quantite de GlcNAc hydrolysable 
produite par les deux souches (1,7 g.l-i ) etait comparable a celle 

10 obtenu par la souche JM109 (pCWlgtA,pBBlgtb) dans I'exemple 3. 
Le dosage colorimetrique du fucose en fin de culture montre une 
difference importante entre les deux souches avec une production 
de fucose de Ig.l-i pour la souche JM107-col-DE3 (pHP0651, 
pBBLntRcsA) et de seulement 0,25 g.l-i pour la souche JM107-col- 

15 DE3 (pHP0651, pBBLnt). Les oligosaccharides fucosyles sont 
retrouves a plus de 70% dans la fraction intracellulaire. 

La purification de la fraction intracellulaire par adsorption 
sur charbon actif et chromatographic d'exclusion sterique sur 
Biogel P2 permet de separer quatre composes principaux. 

20 Le compose 1 correspond de par son volume d'elution sur 

Biogel P2 et sa migration sur couche mince au lacto-iV-neo-tetraose. 

Le spectre de masse du compost 2 montre la presence d*un 
ion quasi-moleculaire [M+H]* a m/z a 854 correspondant a la 
masse molaire du lacto-/\r-fucopentaose. La presence d'un ion 

25 secondaire a 327 indique que la molecule est fucosylee sur le residu 
glucose et possede la structure suivante 

P-D-Gal-[l-M]p-D-GlcNAc-[ l->31-p-D-Gal-[ l->4]-(a-L-Fuc-( l-^3])-P- 
D-Glc 
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Le spectre de masse du compose 3 majoritaire montre la 
presence de 3 ions quasi moleculaires a m/z 1000, 1022 et 1038 
correspondant aux trois formes [M+HJ^, [M+Na]"^ et [M+K]"' de la 
molecule de lacto-7V-difucohexaose ayant la structure suivante 

5 p-D-Gal-1 1-^41 ]-(p-L-Fuc-[1^3])p-D-GlcNAc-[l-^3]-p-D-Gal-[l->4]- 
(a-L-Fuc-[ l-)^3])-p-D-Glc. 

Le spectre de masse du compose 4 permet dldentifier deux 
ions quasi moleculaires a m/z 1365 et 1388 correspondant aux 
formes [M+H]^et [M+Na]-*^ d'une molecule de lacto-iV-difucooctaoses. 

10 La presence d'un ion secondaire a m/z 512 indique que le residu 
GlcNAc de Textremite non reductrice porte un fucose. Les donnees 
de RMN montrent que le proton d'un residu fucose est sensible a 
Tanomerie et que ce residu fucose est done fixe sur le glucose, Ces 
resultats permettent de proposer pour le compose 4 la structure 

15 suivante : 

p-D-Gal-[l"^4] ]-(a-L-Fuc-[1^3])p-D-GlcNAc-[1^3]p-D-Gal-[l^]p- 
D-GlcNAc-[1^3]-p-D-Gal-[l->4]-(a-L-Fuc-[W3])-p-D-Glc. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de production d'un oligosaccharide d'interet par 
une cellule genetiquement modifiee a partir d'au moins un 

5 precurseur exogene intemaKse, ledit precurseur intervenant dans 
la voie de biosynthese dudit oligosaccharide, ledit procede 
comprenant les etapes de : 

i) Obtention d'une cellule qui : 

• comprend au moins un gene recombinant codant pour un 
10 enzyme capable d'effectuer une modification dudit precurseur 

exogene ou de I'un des intermediaires de la voie de bios5mthese 
dudit oligosaccharide a partir dudit precurseur exogene, 
necessaire a la synthese dudit oligosaccharide a partir dudit 
precurseur, ainsi que les elements permettant Texpression dudit 
15 gene dans ladite cellule, 

• est depourvue d'activite enzymatique susceptible de degrader 
ledit oligosaccharide, ledit precurseur et lesdits intermediaires ; 

ii) Mise en culture de ladite cellule en presence d'au moins 
undit precurseur exogene, dans des conditions permettant 

20 rintemalisation selon un mecanisme de transport passif 

et/ou selon un mecanisme de transport actif dudit 
precurseur exogene par ladite cellule et la production 
dudit oligosaccharide par ladite cellule. 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que 
25 ladite cellule comprend en outre au moins un gene codant pour un 

enzyme capable d'effectuer une modification d'un precurseur 
endogene intervenant dans la voie de biosynthese dudit 
oligosaccharide, ledit enzyme etant identique ou different de 
Tenzyme selon la revendication 1, ainsi que les elements permettant 
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Texpression dudit gene dans ladite cellule et caracterise en ce que 
ladite cellule est depourvue d'activite enzymatique susceptible de 
degrader ledit precurseur. 

3- Precede selon les revendications 1 et 2 caracterise en ce 
5 que ladite cellule est une cellule choisie parmi les bacteries et les 
levures. 

4. Precede selon la revendication 3 caracterise en ce que la 
cellule est une bacterie, de preference de type Escherichia coli. 

5. Precede selon Vune des revendications 1 a 4 caracterise en 
10 ce que ladite modification est choisie parmi la glycosylation, la 

sulfatation, Tacetylation, la phosphorylation, la succinylation, la 
methylation, Taddition d'un groupement enolpyruvate. 

6. Procede selon Tune des revendications 1 a 5 caracterise en 
ce que ledit enzyme est un enzyme capable d'effectuer une 

15 gjycosylation choisi parmi les glycosyl-transferases. 

7. Procede selon la revendication 6 caracterise en ce que ledit 
en^nne est une glycosyl- transferase choisie parmi la p-l,3-N- 
acetyl-glucosaminyl- transferase, la p-1,3 galactosyl- transferase, Ta- 
1,3 N-acetyl-galactosaminyl-transferase, la P-1,3 glucuronosyl- 

20 transferase, la P-1,3 N-acelyl-galactosaminyl- transferase, la p-1,4 
N-acetyl-galactosaminyl-transferase, la p- 1 ,4-galactosyl- 

transferase, I'a- 1 ,3-galactosyl transferase, Ta- 1 ,4-galactosyl- 
transferase, ra-2,3-sialyl-transferase, ra-2,6-sialyl- transferase, Ta- 
2,8-sialyl-transferase, Ta- 1 ,2-fucosyl- transferase, Ta- 1,3-fucosyl- 

25 transferase, Ta- 1 ,4-fucosyl- transferase. 

8. Procede selon Tune des revendications 1 a 7 caracterise en 
ce que ladite mise en culture cellulaire est effectuee sur un substrat 
carbone. 
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9. Procede selon la revendication 8 caracterise en ce que ledit 
substrat carbone est choisi parmi le glycerol et le glucose. 

10. Procede selon I'une des revendications 8 et 9 caracterise 
en ce que ladite mise en culture est effectuee dans des conditions 
permettant I'obtention d*une culture a haute densite cellulaire. 

11. Procede selon la revendication 10 caracterise en ce que 
ladite etape de mise en culture comprend : 

a) - une premiere phase de croissance cellulaire exponentielle 
assuree par ledit substrat carbone; 

b) - une seconde phase de croissance cellulaire limitee par 
ledit substrat carbone qui est ajoute de maniere continue ; 

c) - une troisieme phase de croissance cellulaire ralentie 
obtenue en ajoutant de maniere continue dans la culture une 
quantite dudit substrat diminuee par rapport a la quantite de 
substrat ajoutee a I'etape b) de fagon a augmenter la teneur 
en oligosaccharides produits dans la culture a haute density 
cellulaire. 

12. Procede selon la revendication 11 caracterise en ce que la 
quantite de substrat ajoute de maniere continue dans la culture 
ceUulaire au cours de ladite phase c) est diminuee d'au moins 30%, 
de preference 50%, de maniere preferee 60% par rapport a la 
quantite de substrat ajoute de maniere continue lors de ladite 
phase b). 

13. Procede selon I'une des revendications 11 ou 12 
caracterise en ce que ledit precurseur est ajoute lors de la phase b). 

14. Procede selon I'une des revendications 1 a 13 caracterise 
en ce que ledit precurseur est de nature glucidique, de preference 
de nature oligosaccharidique. 
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15. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que 
ledit precurseur est un monosaccharide dont le carbone anomere 
est lie a un groupement alkyl de maniere a permettre son 
intemalisation par un mecanisme de transport passif. 
5 16. Procede selon la revendication 15 caracterise en ce que 

ledit groupement alkyl est un allyl. 

17. Procede selon I'une quelconque des revendications 15 et 
16 pour la production du [P-D-Gal-[l->4]-p-D-GlcNac-l-»0-allyl) 
caracterise en ce que : 
10 • ladite cellule est une bacterie de genotype LacZ- ; 

• ledit enzyme est la p- 1 ,4-galactosyl-transferase ; 

• ledit substrat est le glycerol ; 

• ledit precurseur est I'allyl-N-ac^tyl P-D-glucosaminide (p-D- 
GlcNac-l->0-aUyl). 

15 18. Proc6de selon la revendication 1 caracterise en ce que 

ledit precurseur est le lactose. 

19. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que 
ledit precurseur est choisi dans le groupe compose : 

• de p-galactosides naturels ou synthetiques, de preference 
20 dans le 4-O-p-D-galactopyranosyl-D-fructofuranose 

(lactulose), le 3-O-p-D-galacto-pyranosyl-D-arabinose, I'allyl- 
P-D-galactopyranoside ; 

• d'a-galactosides, de preference le melibiose, le raffmose, 
rallyl-a-D-galactop3nranoside ; 

25 • de saccharose. 

20. Procede selon les revendications 18 et 19 caracterise en 
ce que ledit transport actif dudit precurseur est realise par la 
lactose permease. 
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21. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que 
ledit precurseur est Tacide sialique. 

22. Procede selon la revendication 21 caracterise en ce que 
ledit transport actif dudit precurseur est realise par la permease 

5 NanT. 

23. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que 
ledit precurseur est Tacide sialique et le lactose. 

24. Procede selon la revendication 23 caracterise en ce que 
ledit transport actif dudit precurseur est realise par la lactose 

10 permease et la permease Nan T, 

25. Procede selon Tune quelconque des revendication s 1 a 24 
caracterise en ce que ladite cellule est depourvue d'activite 
enzymatique susceptible de degrader ledit precurseur ou lesdits 
precurseurs. 

15 26. Procede selon la revendication 25 caracterise en ce que 

ladite cellule a un genotype choisi parmi LacZ- et/ou NanA\ 

27. Procede selon l*une quelconque des revendications 1 a 26 
caracterise en ce qu'il comprend en outre Taddition d'un inducteur 
dans ledit milieu de culture pour induire Texpression dans ladite 

20 cellule dudit enz5nTie et/ou d'une proteine impliquee dans ledit 
transport actif. 

28. Procede selon la revendication 27 caracterise en ce que 
ledit inducteur est Tisopropyl p-D-thiogalactoside (IPTG) et ladite 
proteine est la lactose permease. 

25 29. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 28 

pour la production du trisaccharide 4-0-[3-0-(2-acetamido-2deoxy- 
P-D-glucopyranosyl)-p-D-galactopyranosyl]-D-glucopyranose, (P-D- 
GlcNac-[1^3]-p-D-Gal-[l->4]-D-Glc) caracterise en ce que : 
• ladite cellule est une bacterie de genotype LadZ-y LacY-^ ; 
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• ledit en2yme est la p-l,3-N-acetyl-glucosainmyl-transferase ; 

• ledit substrat est le glycerol ; 

• ledit inducteur est I'isopropyl p-D-thiogalactoside (IFTG) ; 

• ledit precurseur est le lactose. 

5 30. Procdde selon I'une quelconque des revendications 1 4 28 

pour la production du lacto-N-neo-tetraose et de polylactosamine 
(lacto-N-neo-hexaose, lacto-N-neo-octaose, lacto-N-neo-decaose) 
caracterise en ce que : 

• ladite cellule est une bacterie de genotype LacZ-, LacY+ ; 

10 • lesdits enzymes sont la P-l,3-N-acetyl-glucosaminyl- 
transferase et la p-l,4-galactosyl-transferase ; 

• ledit substrat est le glucose ; 

• ledit inducteur est I'isopropyl P-D-thiogalactoside (IPTG) ; 

• ledit precurseur est le lactose. 

15 31 . Precede selon la revendication 30 pour la production 

d'un derive sialyle du lacto-N-neotetraose et de polylactosamine 
(lacto-N-neo-hexaose, lacto-N-neo-octaose, lacto-N-neo-decaose) 
caracterise en ce qu'il comprend en outre un dit enzyme choisi 
parmi ra-2,3 sialyl-transferase, ra-2,6 sialyl-transferase, et que 

20 ladite cellule a en outre un genotype NanA-, NanT+ et exprime le 
gene de la CMP-NeuAc-sjnithase. 

32. Precede selon la revendication 30 pour la production d'un 
derive fucosyle du lacto-N-neotetraose et de polylactosamine (lacto- 
N-neo-hexaose, lacto-N-neo-octaose, lacto-N-neo-decaose) 

25 caracterise en ce qu'il comprend en outre un dit enzyme choisi 
parmi l'a-1,2 fucosyl-transferase, ra-1,3 fucosyl- transferase, et que 
ladite cellule a en outre un genotj^je Wca J- et surexprime le gene 
Res A. 
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33. Procede selon la revendication 30 pour la production d'un 
derive sialyle et fucosyle du lacto-N-neotetraose, lacto-N-neo- 
decaose caracterise en ce qu'il comprend en outre un dit enzyme 
choisi parmi le ra-2,3 sialyl-transferase, ra-2,6 sialyl-transferase, 

5 et en outre un dit enayme choisi parmi ra-1,2 fucosyl-transferase. 
Fa- 1,3 fucosyl-transferase, et que ladite cellule a en outre un 
genotype NanA-j Nan 7^, Wca J- et surexprime le gene Res A et le 
gene de la CMP-NeuAc-synthase. 

34. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 28 
10 pour la production du 3'-sialyllactose (a-NeuAc-[2->3]-P-D-Gal- 

[ l-»4]-p-D-Glc) ou du 6'-sialyllactose (a-NeuAc-[2^6]-p-D-Gal- 
[l->4]-p-D-Glc) caracterise en ce que : 

• ladite cellule est une bacterie de genotype LacZ-, LacY-^ , Nan 

Nan ; 

15 • lesdits enzymes sont la CMP-NeuAc-sjoithase et ra-2,3 sialyl- 

transferase ou ra-2,6 sialyl- transferase; 

• ledit substrat est le glycerol ; 

• ledit inducteur est Tisopropyl-p-D-thiogalactoside (IPTG) ; 

• lesdits precurseurs sont le lactose et Tacide sialique. 

20 35. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 28 

pour la production de 3Tucosyllactose p-D-Gal-[l->41-(a-L-Fuc- 
[l-^3])-D-Glc ou de 2Tucosyllactose a-L-Fuc-Il->2]-p-D-Gal~[l-^]- 
D-Glc caracterise en ce qu'il comprend un dit enzjnne choisit parmi 
Fa- 1,3 fucosyltransferase ou ra-1,2 fucosyltransferase, et que la 

25 cellule a un genotype tucaf lacZ- et surexprime le gene rcsA et que 
ledit precurseur est le lactose. 

36. Procede selon l*une quelconque des revendications 1 a 28 
pour la production de Tallyl 3-0-(2-acetamido-2deoxy-P-D- 
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glucopyranosyl) -p-D-galactopyranoside, (P-D-GlcNac-1 1 -»3]-p-D- 
Gal-l->0-allyl) caracterise en ce que : 

• ladite cellule est une bacterie de genotype LacZ-, LacY+ ; 

• ledit en2yme est la p- 1 ,3-N-acetyl-glucosaimnyl-transferase ; 



• ledit inducteur est I'isopropyl p-D-thiogalactoside (IPTG) ; 
ledit precurseur est rallyl-p-D-galactopyranoside. 

37. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 28 
pour la production d'analogues du lacto-N-neo-tetraose et de 
10 polylactosamines dans lesquels le residu glucose est remplace par 
un groupement allyl caracterise en ce que : 

• ladite cellule est une bacterie de genotype LacZ-, LacY-t- ; 

• lesdits enzymes sont la P-l,3-N-acetyl-glucosaminyl- 
transferase et la 3-1,4-galactosyl-transferase ; 

15 • ledit substrat est le glucose ; 

• ledit inducteur est I'isopropyl P-D-thiogalactoside (IPTG) ; 

• ledit precurseur est rallyl-p-D-galactop3rranoside. 

38. Procede selon I'une des revendications 31 a 35 pour la 
production d'analogue d'oligosaccharides dans lesquels le residu 
10 glucose est remplace par un groupement allyl caracterise en ce que 
ledit precurseur est Tallyl-p-D galactoside. 

39. Procede selon les revendications 1 a 38 de production 
d'oligosaccharide marque par au moins un isotope caracterise en ce 
que ladite cellule est cultivee sur ledit substrat carbone marque par 

15 ledit isotope et/ou en presence d'un dit precurseur marque par 
ledit isotope. 

40. OUgosaccharide susceptible d'etre obtenu par un proc6de 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 39, 



5 



• ledit substrat est le glycerol ; 
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41. Oligosaccharide susceptible d'etre obtenu par un precede 
selon rune quelconque des revendications 17, 19, 36 et 37, 
caracterise en ce que la double liaison du groupement allyl dudit 
oligosaccharide est modifiee chimiquement par les reactions 

5 d'addition, d'o3cydation ou d'ozonolyse pour former des 
oligosaccharides actives utiUsables pour la synthase chimique de 
glycoconjugues ou de glycopolymeres. 

42. Oligosaccharide selon la revendication 40 ou 41 a litre de 
medicament. 

10 43. Oligosaccharide selon la revendication 42 a titre de 

medicament destine a empecher selectivement I'adhesion de 
molecules biologiques. 

44. Oligosaccharide selon la revendication 42 a titre de 
medicament destine au traitement du cancer, de Tinflammation, 

15 des maladies cardiaques, du diabete, des infections bacteriennes, 
des infections virales, des maladies neurologiques, des greffes. 

45. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'eUe 
comprend un oligosaccharide selon I'une quelconque des 
revendications 42 a 44 et un vehicule pharmaceutiquement 

20 acceptable. 

46. Utilisation d'un oligosaccharide selon la revendication 40 
ou 41 dans I'agriculture et I'agronomie notamment pour la 
croissance et la defense des vegetaux. 
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